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I.1. El género Salmonella La primera descripción de bacterias del género Salmonella se remonta a finales del siglo XIX, cuando el médico veterinario Daniel Elmer Salmon y su estudiante Theobald Smith obtuvieron el primer aislamiento de Salmonella 
Choleraesuis en muestras tomadas en un cerdo con peste porcina clásica y en 1900 el bacteriólogo francés Joseph Ligniéres propuso que estas bacterias se denominaran Salmonella, en honor a Salmon. 
Salmonella es un género de bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos, móviles, pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae. Son causantes de una amplia variedad de enfermedades en animales, incluido el hombre; que abarcan desde gastroenteritis, fiebre entérica, bacteriemia e infecciones localizadas, hasta un estado de portador asintomático. El tipo de infección depende del serotipo de 
Salmonella y de diversos factores del hospedador (Finiay y Falkow 1989). El género Salmonellae es actualmente clasificado en sólo dos especies, 
Salmonella enterica y Salmonella bongori, basado en la alta similitud de secuencia del genoma (96-99%). Existe sólo una subespecie dentro de S. bongori, nombrada subespecie V, mientras que S. enterica comprende las restantes 7 subespecies, diferenciadas bioquímicamente y por relaciones genómicas: I, S. enterica subespecie 
enterica; II, subespecie salamae; IIIa, subespecie arizonae; IIIb, subespecie 









bongori. Dentro de estas 7 subespecies, existen actualmente más de 2500 serotipos de Salmonella (Boyd y col. 1996; Brenner y col. 2000; Garai y col. 2012). Existe una enorme variación en la virulencia y en la epidemiología de los diferentes serotipos de S. enterica subesp. enterica. Por ejemplo, mientras el serovar Typhi (S. Typhi) es un patógeno exclusivo de humanos, agente causal de la enfermedad sistémica conocida como fiebre tifoidea, con más de 27 millones de casos a nivel mundial cada año, resultando en una estimación de 217.000 muertes (de Jong y col. 2012), otros serotipos de la misma subespecie entericaestán adaptados a una variedad de hospedadores, como es el caso de los serovares Dublin, Typhimurium y Choleraesuis, que causan enfermedad tanto en humanos como en animales (Coburn ycol. 2007). Los serotipos no tifoideos de Salmonella (NTS) causan gastroenteritis o enterocolitis en humanos, caracterizadas por inflamación intestinal y diarrea. En general estos serotipos también causan infecciones en múltiples hospedadores tales como ganado vacuno, equino, porcino, aves de corral, etc. S. enterica subespecie 









estimativo de 155.000 muertes, lo que ejerce un enorme peso sobre la salud pública mundial (Afema y col. 2016). 
S. Typhimurium es capaz de provocar una infección sistémica en ratones susceptibles, que se asemeja a la fiebre tifoidea y del estudio de la infección de ratones con el serotipo Typhimurium surgió la mayor parte del entendimiento de la patogénesis de la fiebre entérica (Broz y col. 2012). En este trabajo de Tesis, se utilizó como organismo silvestre la cepa Salmonella enterica subespecie enterica serotipo Typhimurium (ATCC® 14028TM) y que a partir de ahora se nombrará como 
Salmonella Typhimurium o S. Typhimurium.  


















Los brotes de Salmonella se han relacionado con la carne contaminada, las aves de corral, los huevos, los productos lácteos no pasteurizados, los tomates, las semillas de alfalfa, los melones, la lechuga, mangos, chocolate, fórmula infantil en polvo, almendras crudas, condimentos secos y cereales, entre otros. Estos brotes de 
S. enterica asociados con estos vehículos alimentarios involucran a los serovares generalistas de hospedador, NTS. El agua de riego y los suelos conducen a la contaminación previa de los reservorios recién mencionados (Waldner y col. 2012). A diferencia de otras bacterias patógenas, los serotipos NTS son capaces de persistir y proliferar en el medio ambiente desarrollando un estilo de vida cíclico hospedador-ambiente externo-hospedador (Figura 1). Salmonella no tifoidea puedesobrevivir y en algunos casos, es capaz de replicarse, al menos durante un año en el suelo, de semanas a meses en el agua y en las plantas, y hasta un mes en las excreciones de cerdos infectados, que frecuentemente se utilizan como abono (Winfield y Groisman 2003; Afema y col. 2016). La diversidad y la abundancia de 




















Escasos    Variaciones de temperatura, pH 
nutrientes               y humedad
Figura 1. El ciclo de vida de Salmonella alterna entre las especies hospedadoras y el ambiente 










I.3. Invasión y sobrevida de Salmonella dentro de células eucarióticas Gracias a muchos de los factores de virulencia codificados en su genoma, 









I.4. Los metales de transición y su rol en los sistemas biológicos 
 
























I.5. Particularidades del Cu 
 









por esta razón, que las cuproproteínas están ampliamente distribuidas entre los organismos aeróbicos y principalmente llevan a cabo dos funciones: la transferencia de electrones y el transporte y activación de O2, estando presentes en procesos vitales tales como la respiración, el transporte de hierro, la protección al estrés oxidativo, la coagulación sanguínea y pigmentación (Rensing y Grass 2003). En el genoma de E. coli K12 hay codificadas sólo unas pocas proteínas que unen Cu y se considera que todas ellas son de localización extracitoplásmica (Keseler y col. 2013). Ejemplos de ello son la citocromo bo oxidasa que facilita el flujo de electrones en la respiración aeróbica, amino-oxidasas como TynA que permite a la célula usar feniletilamina como única fuente de carbono y energía, las Cu-Zn superóxido dismutasas que protegen a las células de las especies reactivas del oxígeno (EROs), generadas por ejemplo dentro de los fagocitos profesionales, y la multicobre oxidasa CueO que oxida el Cu(I) a Cu(II) menos tóxico para las células (Wayne Outten y Munson 2013).  









conduciendo a una menor cantidad de lesiones en el genoma (Macomber y col. 2007). Este efecto se debe en parte a que la mayor proporción del Cu con actividad redox estaría presente en el periplasma sin acceso directo al ADN (Macomber y col. 2007). Estos estudios, sumado al hecho de que el Cu ejerce su efecto tóxico aún en condiciones anaeróbicas motivaron a investigar sobre el origen del mecanismo primario de toxicidad del metal. Recientemente, se observó en cepas de E. coli que niveles micromolares de Cu inhiben el crecimiento de las células y que el agregado de aminoácidos de cadena ramificada es suficiente para restablecerlo, indicando que el Cu bloquea la biosíntesis de dichos aminoácidos (Macomber y Imlay 2009). Efectivamente, el tratamiento con el metal rápidamente inactiva enzimas de la familia de las deshidratasas que contienen centros Fe-S entre las cuales se encuentra la isopropilmalato dehidratasa implicada en la biosíntesis de aminoácidos ramificados (Jang y Imlay 2007). Dicha inactivación ocurre tanto in vivo como in 
vitro y el daño sucede concomitantemente con el desplazamiento de átomos de Fe desde los centros Fe-S expuestos al solvente, sugiriendo que Cu(I) inactiva a estas proteínas actuando como ligando de coordinación con los átomos de azufre (Macomber y Imlay 2009; Chillappagari y col. 2010). Tanto el eflujo del cobre mediante las bombas específicas, el quelado del mismo con glutatión, como los sistemas de ensamblado que reparan los centros Fe-S aumentan la resistencia de las células a este metal (Pontel y col. 2015). Otra causa de la toxicidad del Cu está asociada a la tendencia tanto de la forma cúprica (Cu+2) como la cuprosa (Cu+1) de formar complejos con bases de Lewis débiles como tioles, hidruros, cianuros y fosfinas, interfiriendo con la actividad de moléculas importantes para la célula (Magnani y Solioz 2007). Los enlaces estables Cu(II)-N usualmente son inertes mientras que los enlaces con ligandos dadores de oxígeno son más lábiles; por su parte, el Cu(I) se une preferencialmente a ligandos como grupos sulfhidrilos (Rensing y Grass 2003).  









toxicidad del metal libre. Esto se logra gracias a una maquinaria conformada por reguladores transcripcionales, transportadores de membrana y moléculas pequeñas de unión a Cu(I) que en conjunto controlan estrictamente los niveles de cobre. Los mecanismos de adquisición del cobresólo se han identificado en muy pocas especies y no han sido dilucidados por completo. En las bacterias patógenas, aún no se han identificado importadores específicos de cobre lo que sugiere que la demanda intracelular de Cu es baja o que el metal está fácilmente disponible en los hospedadores infectados (Pontel y col. 2015). Hasta el momento, sólo se ha reportado que E. coli uropatogénica, sintetiza un sideróforo llamado yersiniabactina que une Cu(II) y que puede ser esencial para la adquisición del metal en condiciones limitantes del mismo y en algunos casos para secuestrarlo y evitar su toxicidad (Fu y col. 2014; Palmer y Skaar 2016). Por el contrario, los patógenos dedican la mayor parte de sus esfuerzos a restringir la disponibilidad de Cu, utilizando mecanismos de eflujo, conversión redox o secuestro del metal, así como dirigiendo el tráfico intracelular del cobre sólo a las proteínas diana. A continuación, se explicarán los mecanismos de homeostasis de cobre en enterobacterias.  















    
 MerR (del inglés Mercury Resistance Regulator), fue identificado en el año 1986 como el gen responsable de la activación de los genes que otorgan resistencia a mercurio (Hg) en bacterias (Lund y col. 1986). La posterior expresión recombinante y estudios bioquímicos determinaron que se trataba de una proteína capaz de unirse a los promotores bajo su control transcripcional, reconociendo un operador que se caracteriza por repeticiones invertidas que forman una diada simétrica, ubicado entre las cajas -10 y -35 de estos promotores, tanto en presencia como ausencia de Hg (O’Halloran y Walsh 1987). Mientras que el espaciamiento óptimo entre las cajas -10 y -35 en un promotor típico es de 17 pares de bases (pb), los promotores mer operan con un espaciamiento subóptimo de 19 pb (Heldwein y Brennan 2001; Brown y col. 2003); esta es una característica crucial de los promotores modulados por MerR y es el centro del mecanismo de distorsión del ADN con el cual operan estos reguladores.  


















La oxidasa CueO CueO es una multicobre oxidasa periplásmica que cataliza la oxidación de varios substratos tales como polifenoles, poliaminas aromáticas, L-ascorbato e iones metálicos, transfiriendo los electrones liberados a un grupo de iones Cu con la concomitante reducción de oxígeno molecular a agua (Sakurai y Kataoka 2007). Esta proteína requiere de O2 para su actividad y por lo tanto es inactiva en anaerobiosis. Aunque aún se debe establecer su rol con mayor precisión, se propone que CueO contribuye a la detoxificación del Cu convirtiendo el Cu(I) en Cu(II), menos tóxico para la célula (Osman y Cavet 2008). CueO une 4 iones de Cu y es exportada al periplasma por el sistema TAT (para proteínas pre-plegadas), donde exhibe actividad oxidasa inducida por el ión metálico (Roberts y col. 2002; Singh y col. 2004). Esto sugiere que la proteína se pliega y es metalada en el citoplasma antes de su exportación al periplasma. Se propone que la metalación citoplásmica de esta proteína contribuye a la tolerancia a cobre en condiciones anaerobias cuando la actividad oxidasa de esta proteína se encuentra inhibida (Espariz y col. 2007; Pontel y col. 2015).  Además de Cu(I), CueO puede oxidar otros compuestos en presencia de Cu, incluyendo al sideróforo de hierro enterobactina (Grass y col. 2004). De esta forma, 









El sistema Cus y su rol en monitorear el exceso de cobre en condiciones anaeróbicas Además del regulón Cue, E. coli cuenta con el sistema Cus de detoxificación de Cu; éste, está codificado por el operón cusCFBA, y controlado transcripcionalmente por el sistema de transducción de señal de dos componentes CusR/CusS que en presencia de exceso de Cu periplásmico activa su expresión (Figura 3) (Outten y col. 2001). Mientras que el sistema Cue confiere tolerancia al Cu bajo niveles moderados a altos del metal, el sistema Cus solamente es requerido bajo condiciones extremas de estrés por Cu y es particularmente importante en ambientes anaeróbicos (Bondarczuk y Piotrowska-Seget 2013). Se ha reportado que mientras que la expresión máxima de los promotores de cueO y copA ocurre a una concentración de 
10 μM Cu, la inducción máxima de cusCFBA ocurre a niveles mucho mayores, 200 
μM Cu, sugiriendo que el sistema de dos componentes sólo se activa ante un estrés de cobre prolongado y/o ante un incremento de las concentraciones del metal (Osman y Cavet 2008). En contraste, bajo condiciones anaeróbicas, la expresión máxima para el promotor de cusCFBA ocurre a niveles menores de Cu que los 
observados en aerobiosis (70 μM), mientras que los niveles de Cu requeridos para la inducción máxima de cueO se incrementan a 60 μM, sugiriendo un rol más importante para el sistema Cus bajo condiciones anaeróbicas, posiblemente relacionado a un aumento en la proporción periplasmática de Cu(I) (Osman y Cavet 2008). En concordancia con estas observaciones, mutantes delecionadas en cusR o 
cusA poseen una tolerancia normal al Cu en presencia de O2, pero la sensibilidad y el incremento de la acumulación del metal se evidencian en anaerobiosis (Outten y col. 2001). Sin embargo, la doble mutante ΔcueR ΔcusR, muestra una reducción substancial en la tolerancia al Cu en aerobiosis, comparada ya sea con la cepa silvestre o con las mutantes individuales, y la deleción de los genes estructurales 









Los productos de los genes cusC, cusB, y cusA forman un complejo transportador multi-componente que atraviesa ambas membranas así como también el espacio periplasmático (Outten y col. 2001). CusC es una proteína de membrana externa con homología a la proteína de respuesta a estrés TolC; CusB pertenece a la familia de proteínas de fusión de membranas, anclada a la membrana interna y con un gran dominio que atraviesa el espacio periplasmático; y CusA es miembro de la familia RND de antiportadores de protones asociado con el eflujo de un amplio rango de substratos incluyendo iones metálicos. Tanto CusA como CusB, presentan dominios periplasmáticos con agrupaciones de metioninas posiblemente involucradas en la unión de Cu(I) (Osman y Cavet 2008). Además de estos tres componentes, el operón cusCFBA codifica para CusF, una proteína periplasmática pequeña (10 kDa) que une un ión Cu(I) e interacciona tanto con CusC como con CusB, pudiendo participar del eflujo celularde Cu desde el periplasma (Franke y col. 2003). Existen evidencias de que CusF interactúa con el sistema de eflujo CopA, de manera que el Cu(I) se transfiere de manera unidireccional desde CopA a CusF gracias a la hidrólisis del ATP: por lo que se estableció una relación entre las chaperonas de cobre solubles, como CusF y los sistemas de transporte de cobre de membrana, como CopA (Padilla-Benavides y col. 2014).  









con CueO de E. coli (Kim y col. 2002; Lim y col. 2002) y de la ATPasa de tipo P, CopA (Espariz y col. 2007). Además, en Salmonella existe el locus gol (por su sigla en inglés 
gold-resistance) que codifica para un sistema con homología a Cue y que también contribuye a la homeostasis de cobre en Salmonella. El locus gol se encuentra ubicado en una región genómica de 45 kb presente exclusivamente en algunos serotipos de Salmonella, y comprende los operones golTS (golT, del inglés GolS 
regulated transporter, y golS por gold sensor), gesABC (del inglés GolS induced CBA-
efflux system) y el gen golB (GolS induced binding protein). GolS es un activador transcripcional de la familia MerR, 41 % idéntico a CueR de E. coli y Salmonella. Actúa controlando la transcripción de los genes golB, golT y ges en presencia de Au(I) en el medio de cultivo (Checa y col. 2007). Aunque es altamente selectivo para iones de Au, GolS es capaz de detectar otros metales como Cu y Ag, aunque el nivel de activación de GolS en presencia de estos iones es mucho menor que el observado para CueR (Checa y col. 2007). El gen golT, ubicado corriente arriba del regulador, codifica para una ATPasa de tipo P (estructural y funcionalmente homóloga a CopA, con un 42 % de identidad), mientras que el gen golB, corriente abajo del regulador, codifica para una proteína de unión a metal. Tal como ocurre en E. coli, el sistema Cue de Salmonella protege al citosol del exceso de Cu. Aunque Salmonella carece del sistema de eflujo de Cu periplasmático CusCFBA, puede soportar concentraciones del metal bajo condiciones anaeróbicas. Esta resistencia está dada, en gran medidapor cueP, un gen que codifica para una proteína periplásmica de unión a Cu (Pontel y Soncini 2009) (Figura 4), que está ausente en E. coli y forma parte del regulón Cue de Salmonella. 
cueP, del inglés CueR- induced periplasmic protein, fue inicialmente identificado como parte del regulón Cue por poseer un operador controlado por CueR en su región promotora (Pontel y Soncini 2009). Más adelante, L. Pontel y A. Pezza, en sus respectivos trabajos de Tesis en nuestro laboratorio, observaron que 









encontró un sitio probable de unión para CpxR, regulador de respuesta del sistema de dos componentes CpxR/CpxA que responde a estrés de envoltura. Mediante el uso de mutantes y reporteros transcripcionales se demostró que la expresión diferencial de cueP depende de CpxR/CpxA y se observó que los niveles proteicos de CueP se corresponden con los niveles transcripcionales, manteniendo el mismo perfil de expresión tanto en presencia como en ausencia de oxígeno donde su función en la resistencia al Cu es crucial para la sobrevida de Salmonella. También se verificóin vivo e invitro que CpxR regula la expresión de cueP de forma directa, interaccionando con un sitio único de unión en su región promotora que coincide con la secuencia consenso predicha. Dicho sitio se localiza corriente arriba del sitio de unión de CueR y ambos reguladores pueden interaccionar con el promotor de 
cueP independientemente de la presencia del otro (Tesis Pezza, 2016).     
 Estos y otros resultados, orientados a responder cómo estos dos reguladores, CueR y CpxR, son requeridos para la formación del complejo abierto y el inicio de la transcripción y cuál es el rol fisiológico de la regulación tan controlada de cueP, fueron publicados por nuestro grupo (Pezza y col. 2016) y forman parte de este 









trabajo de Tesis, por lo que serán abordados y discutidos en la sección Resultados y Discusión de este Trabajo. A continuación se hará una descripción de CueP. La cuproproteína CueP CueP es una proteína de 19,3 KDa sin un dominio conocido o caracterizado funcionalmente. La fusión del epitope 3xFLAG C-terminal ubica a la proteína en el periplasma de las células crecidas en presencia de Cu, aumentando su concentración a medida que aumentan las concentraciones del catión en el medio, de forma dependiende de CueR (Pontel y Soncini 2009). Análisis del contenido del periplasma mediante ensayos de Espectrometría de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-MS) indicaron que CueP es la cupro-proteína periplásmica predominante en Salmonella Typhimurium, demostrando además, que es capaz de unir Cu in vivo (Osman y col. 2010). Asimismo, se determinó Zn asociado a CueP, lo cual sugiereque dicha proteína posee la capacidad de unir Zn o bien la existencia de algún complejo de Zn dependiente de la misma (Osman y col. 2010). El rol de CueP en la resistencia a Cu no es evidente en aerobiosis ya que no se observan diferencias en las concentraciones inhibitorias mínimas (CIM) para dicho metal entre la mutante ∆cueP y la cepa silvestre. Sin embargo, el requerimiento de CuePadquiere relevancia en una mutante en cuiD, además que susobreexpresión 
aumenta la CIM para Cu de la cepa ΔcuiD aunque no alcanza los niveles de resistencia de la cepa silvestre (Pontel y Soncini 2009). CueP cobra un rol significativo en la resistencia al Cu en ausencia de oxígeno/anaerobiosis, observándose una disminución en la CIM de 0,2 mM CuSO4 









secreción del catión se determinó la cantidad de Cu total en una cepa mutante en 
cueP crecida en medio mínimo suplementado con concentraciones no inhibitorias de Cu y se observó que la misma presenta un incremento de aproximadamente 3 veces en el contenido de átomos de Cu por célula, indicando que CueP participa de algún mecanismo involucrado en la eliminación celular del exceso del ión metálico (Osman y col. 2010). Recientemente se reportó que CueP posee un rol en el metalado de la Cu-Zn superóxido dismutasa SodCII (Osman y col. 2013). Las Cu-Zn superóxido dismutasas son metaloenzimas importantes para proteger a las células de las especies reactivas del oxígeno, EROs (Bannister y col. 1987). Su localización en el espacio periplasmático sugiere que protegena las bacterias del superóxido extracelular generado por ejemplo por células fagocíticas (Desideri y Falconi 2003) favoreciendo la persistencia bacteriana dentro del hospedador y por ende su virulencia (Piddington y col. 2001; Gee y col. 2005). Teniendo en cuenta que las Cu-Zn superóxido dismutasas también están en microorganismos no patogénicos se propone que tienen funciones en la detoxificación de anión superóxido generado en el periplasma durante el crecimiento aeróbico (Korshunov y Imlay 2006). Todas las cepas de Salmonella enterica poseen un gen que codifica para SodCII ortólogo al gen 



















I.6. Los metales de transición y su rol en la virulencia bacteriana 
 
6.1. Adquisición de los metales por parte de las bacterias e inmunidad 
nutricional del hospedador Las bacterias han desarrollado tres clases principales de sistemas de adquisición de metales: la importación de metal, la adquisición de metal a partir de proteínas del hospedador y la captura de metal extracelular por metalóforos, como enterobactina y yersiniabactina, entre otros (Behnsen y Raffatellu 2016). En respuesta, los mamíferos han desarrollado estrategias para restringir la adquisición de metales por parte de las bacterias. La proteína transferrina fue la primera en ser reportada por su capacidad de inhibir el crecimiento microbiano mediante el quelado de hierro en claras de huevo y plasma humano en la década de 1940, y más tarde se demostró que la lactoferrina tiene propiedades similares en las superficies de lasmucosas. Treinta años más tarde, Eugene Weinberg popularizó el término inmunidad nutricional para describir este fenómeno, que desde entonces se ha ampliado para incluirno sólo la restricción del hierro sino también la limitación de Zn, Mn y nutrientes no metálicos, tales como los aminoácidos, por parte del hospedador (Palmer y Skaar 2016).  









col. 2016). Serán necesarios más estudios para determinar si las bacterias patógenas también se ven afectadas por una limitación activa del cobre por parte del hospedador.  
6.2.1. Iones de cobre como munición Un suministro suficiente de cobre en la dieta es necesario para resistir a una infección en general. Es importante para el desarrollo inmune y puede servir como intoxicante microbiano. De hecho, se ha establecido que el hospedador aprovecha la toxicidad del cobre para crear microambientes nocivos para las bacterias intracelulares (Becker and Skaar 2015). Adquisición y tráfico de cobre desde el hospedador a las bacterias En eucariotas, desde levaduras a mamíferos, la adquisición de cobre celular requiere de un importador de Cu(I) conservado localizado en la membrana plasmática, Ctr1 (Figura 5, izquierda). En células fagocíticas, el Cu(I) se acumula en vesículas citoplasmáticas que se fusionan parcialmente con el fagolisosoma que finalmente transita en un compartimento antimicrobiano y existe evidencia que sugiere que esta acumulación puede depender del tráfico de la ATPasa transportadora de Cu(I), ATP7A, específicamente a las membranas de estas vesículas (Fig.5) (Fu y col. 2014). Los patógenos exitosos explotan al menos dos estrategias recientemente caracterizadas para minimizar los efectos de la toxicidad del cobre en este compartimento antes de que el metal ingrese a la célula bacteriana (Fu y col. 2014).  









col. 2014). La deficiencia de cobre se asocia con neutropenia y aumenta la susceptibilidad a infecciones por Mannheimia haemolytica y S. enterica en modelos animales (Palmer y Skaar 2016). Homeostasis de cobre en Salmonella durante la sobrevida intracelular La disponibilidad del ión metálico en las SCV de macrófagos se monitoreó utilizando el promotor de copA fusionado al reportero lacZ, revelando que dicho compartimento contiene una elevada concentración de Cu (Osman y col. 2010), y sugiriendo fuertemente que la resistencia al metal es de importancia para la sobrevida de la bacteria. Esto se correlaciona con una mayor tasa de muerte de una 
cepa mutante ΔcopA ΔgolT respecto a la cepa silvestre pasadas las 12 horas de infección en macrófagos en cultivo (Osman y col. 2010). Por otra parte, una cepa 










I.7. El estrés oxidativo El estrés oxidativo es un evento que ocurre cuando se altera la homeostasis de óxido-reducción intracelular;es decir, se pierde el equilibrio entre la producción de especies reactivas y la produccióny/o acción de los antioxidantes (Winyard y col. 
Figura 5. Vías de transporte, tráfico, sensado y resistencia de cobre en varias bacterias patógenas, 
incluyendo S. pneumoniae (Gram +), M. tuberculosis  y dos bacterias Gram (-) relacionadas, E. coli y 









2005) e involucra numerosas especies oxidantes (Nordberg yArnér 2001). Entre ellas, las especies reactivas deloxígeno y del nitrógeno (EROs y ERNs, respectivamente) juegan un importante rol, dado que son altamente reactivas y formadas por un proceso natural, inevitable y constante. Todas las células independientemente del tipo, están permanentemente en contacto conestas moléculas reactivas, ya sea por influencias externas o como subproductos del propiometabolismo (Winyard y col. 2005). El daño que estas especies reactivas provoquen dependerá del balance entre las EROs y las defensas antioxidantes que disponen las células. En esta situación de estrés oxidativo se manifiestan las lesiones que producen los radicales libres al reaccionar químicamente con lípidos, proteínas, hidratos de carbono, ácidos nucleicos y componentes de la matriz extracelular; por lo que puede desencadenar un daño irreversible que, si es muy extenso, lleva a la misma muerte celular (Winyard y col. 2005). Las EROs incluyen el anión superóxido (O2-, +1 e-), el peróxido de hidrógeno (H2O2, +2 e-) y el radical hidroxilo (HO•, +3e-) (Figura 6). Además de producirse como productos del metabolismo aeróbico, las EROs también pueden generarse activamente por enzimas. Incluso las bacterias encuentran altos niveles de EROs liberados por microorganismos competidores o por las células fagocíticas del hospedador, como así también en ambientes ricos en metales (Arts y col. 2015).      
 
 
Figura 6. Formación de especies 










7.1. Las especies reactivas del oxígeno y su rol en la virulencia de 









de los sistemas citoplasmáticos detoxificadores de H2O2 en la protección frente al estallido oxidativo que puede sufrir Salmonella durante el proceso infeccioso. Los detoxificadores de EROs, como catalasas, peroxidasas y superóxido dismutasas (SODs), reaccionan directamente con las especies oxidantes interceptándolas antes de que puedan producir daño. Las oxidoreductasas, tales como las tiorredoxinas, glutaredoxinas y proteínas de tipo tiorredoxinas, no sólo suministran a algunos de estos detoxificadores de EROs los equivalentes reductores que necesitan para combatir la batalla del estrés oxidativo, sino que también están implicados activamente en la reparación de proteínas dañadas por oxidación (Arts y col. 2015). Los mecanismos de defensa citoplasmáticos de bacterias contra el estrés oxidativo han sido extensamente estudiados. Por el contrario, los mecanismos de resistencia a estrés oxidativo de la envoltura bacteriana están poco descriptos y comprendidos.                
Figura 7. Especies reactivas del oxígeno en la vacuola que contiene a Salmonella. Cuando S. Typhimurium es internalizado por los macrófagos produce una serie de factores de virulencia que le permiten inhibir el suministro de las sustancias microbicidas al fagosoma, sobrevivir a los diversos mecanismos de muerte y propagarse en un compartimento único denominado vacuola que contiene 










I.8. El periplasma es un compartimento oxidante donde ocurre la formación 


















comenzando con la reducción de un enlace disulfuro intramembrana en el dominio hidrofóbico DsbDβ gracias a la acción de la tiorredoxina citoplasmática Trx-1 (también llamada TrxA). Los electrones luego se transfieren desde las cisteínas reducidas de DsbDβ al dominio de tipo tiorredoxina periplasmático DsbDγ. Desde DsbDγ, al dominio de tipo inmunoglobulina DsbDα, el cual luego reduce a sus sustratos, como DsbC, DsbG y CcmG (Katzen y Beckwith 2000; Cho y col. 2012).  
  









Algunas bacterias expresan una proteína homóloga que contiene únicamente el dominio citoplasmático de membrana DsbDβ, como por ejemplo CcdA de 
Rhodobacter capsulatus. Recientemente se inició la caracterización de una tercera clase distinta de proteínas que forman parte de la vía reductora de la envoltura celular, además de DsbD y CcdA (Figura 9), cuyo prototipo es una proteína de 
Salmonella enterica serovar Typhimurium, llamada ScsB (del inglés suppression of 








8.1. Detoxificadores de EROs que actúan el periplasma bacteriano Los detoxificadores de peróxidos, tales como catalasas y peroxidasas, se encuentran comúnmente en el citoplasma (Hébrard y col. 2009; Aussel y col. 2011), y prácticamente no existen reportes de su presencia en el periplasma bacteriano. Sin embargo, una búsqueda muy reciente de sustratos de la proteína ScsB en la α-proteobacteria Caulobacter crescentus, llevó a la identificación del primer sistema 









de reducción de peróxidos activo en el periplasma (Cho y col. 2012). En esta bacteria, ScsB entrega electrones a una proteína de tipo tiorredoxina TlpA presente en el periplasma, que a su vez reduce a una peroxirredoxina periplasmática, PprX. La caracterización de PprX reveló que esta enzima es activa contra H2O2 e hidroperóxido de cumeno (Cho y col. 2012). Este descubrimiento indica que al menos para ciertas bacterias, es importante detoxificar de manera directa los peróxidos en la envoltura celular antes de que alcancen el citoplasma.  









bacteriana, lo que destaca nuevamente el rol de los sistemas de reparación de residuos oxidados en el periplasma bacteriano.  
8.3. Reparación de residuos de cisteínas oxidados La mayoría de los residuos de cisteínas presentes en proteínas periplasmáticas están formando puentes disulfuro, que de hecho los protege de la oxidación no deseada. Sin embargo, también existen proteínas que contienen residuos de cisteínas que permanecen en un estado reducido in vivo (Dutton y col. 2008). Debido a que estos residuos no están formando enlaces disulfuro, dichas cisteínas son vulnerables a la oxidación y pueden ser dañadas por las EROs presentes en el periplasma mediante la formación de ácido sulfénico. A través del uso de sondas biotiniladas que específicamente reaccionan con ácidos sulfénicos y los modifican covalentemente, se identificaron varias proteínas periplasmáticas de 









disulfuros, tales como el inhibidor de la tripsina pancreática de origen bovino o la RNasa A (Hiniker y Bardwell 2004). Asimismo, una mutante ∆dsbC en E. coli es más sensible a cobre respecto de la cepa silvestre (Hiniker y col. 2005). Por otra parte, teniendo la superficie interna de su hendidura surcada con residuos hidrofóbicos (Metcalf y col. 2000). DsbC parece estar diseñada para interactuar con proteínas mal plegadas que presentan enlaces disulfuro no nativos. Con el fin de identificar nuevos sustratos de DsbC, recientemente se expresó una variante DsbC en la cual el motivo CXXC fue reemplazado por CXXS (DsbCCXXS) (Denoncin y col. 2014). En las isomerasas y reductasasde la superfamilia de tiorredoxinas, la primera cisteína del motivo CXXC ejecuta un ataque nucleofílico sobre el sustrato oxidado; es decir, sobre el disulfuro que se va a reducir. Como resultado, se forma un disulfuro mixto con un residuo de cisteína del sustrato. Posteriormente, el otro residuo de cisteína del sitio activo, la segunda cisteína, ataca este disulfuro mixto en orden de liberar al sustrato y formar el disulfuro en el sitio activo (Los y col. 2003; Arts y col. 2015). Al mutar el segundo residuo de cisteína, como en DsbCCXXS, se estabiliza el disulfuro mixto, permitiendo la captura de la proteína de tipo tiorredoxina con su sustrato. Utilizando este enfoque, se encontró un sustrato particularmente abundante de DsbC, la proteína soluble AraF, cuya función es unir L-arabinosa en el periplasma para suministrar la al complejo de membrana interna AraH-AraG, por el cual se importa la arabinosa al citoplasma (Denoncin y col. 2014). Inesperadamente, para ser un sustrato de DsbC, AraF posee un único residuo de cisteína, altamente conservado entre las bacterias, lo que sugiere que no interactúa con DsbC para su isomerización. Al usar dimedona, un reactivo específico para ácido sulfénico, la única cisteína de AraF fue sensible a la oxidación, formando un ácido sulfénico tanto 









el dímero de AraF unido a disulfuro (Denoncin y col. 2014). Estos resultados indican que DsbC coopera con DsbG en los mecanismos de defensa contra el estrés oxidativo en la envoltura celular bacteriana. El carácter hidrofóbico de la superficie interna de DsbC sugiere que esta proteína está implicada en la protección de proteínas cuya oxidación se correlaciona con cambios conformacionales mayores y/o desplegamiento parcial. Este es probablemente el caso de AraF, una proteína altamente flexible, en la que el residuo de cisteína está inmerso cerca del sitio de unión a L-arabinosa y por lo tanto, poco accesible. Por el contrario, DsbG, cuya hendidura es más grande y más hidrofílica, parece estar mejor diseñada para reaccionar con proteínas globulares que presentan residuos de cisteína catalíticos oxidados más expuestos, como es el caso de YbiS (Arts y col. 2015).  









Mientras las Msrs citoplasmáticas han sido extensamente estudiadas, sus contrapartes extracitoplasmáticas han sido identificadas y caracterizadas únicamente en algunas bacterias. La primera Msr funcional en la envoltura celular bacteriana es la proteína PilB de Neisseria gonorrhoeae y Neisseria meningitidis (Skaar y col. 2002; Wu y col. 2005). Streptococcus pneumoniae expresa la proteína de fusión SpMsrAB2, que está expuesta a la superficie y anclada a la membrana citoplasmática por un segmento transmembrana (Saleh y col. 2013). SpMsrAB2 se expresa desde un operón con una proteína de tipo tiorredoxina (Etrx1) y con CcdA1, proteína que pertenece a la familia de DsbD. Una segunda proteína de tipo tiorredoxina (Etrx2), con homología a Etrx1, se expresa en otro operón junto con un segundo homólogo a DsbD (CcdA2) (Saleh y col. 2013). La deleción de SpmsrAB2 causa hipersensibilidad a H2O2 exógeno y atenúa la virulencia y la dispersión del neumococo desde la nasofaringe a los pulmones y la sangre (Saleh y col. 2013). Recientemente Gennaris y col., reportaron un tercer sistema de reducción de Met-O extracitoplasmático; se trata de las proteínas YedY y YedZ, que fueron renombradas como MsrP (de periplasma) y MsrQ (de quinona), respectivamente (Gennaris y col. 2015). Un sustrato del sistema MsrPQes la chaperona SurA, que ayuda al correcto plegamiento proteico, revelando un aspecto adicional en la compleja vía de control de calidad periplasmático (Gennaris y col. 2015). 
 









ScsB, ScsC y ScsD. Demostraron que la expresión de Scs revierte el fenotipo de sensibilidad a cobre de las mutantes en los genes cutF, cutC, cutE (lnt) y cutA de E. 









una matriz diferente de sustratos (Cho y col. 2012). Se determinó que CcScsB transfiere electrones a una proteína de tipo tiorredoxina TlpA, que reduce a una peroxidasa (peroxirredoxina tipo Q), PprX, la primera peroxirredoxina identificada en la envoltura celular (Cho y col. 2012). CcScsB también reduce a una proteína de tipo peroxirredoxina 1 (PrxL), cuya función aún no se conoce, y a una nueva proteína, la isomerasa de enlaces disulfuro ScsC de Caulobacter crescentus (CcScsC), que posee un 24 % de identidad con ScsC de Salmonella Typhimurium. Así, las proteínas CcScsB y CcScsC formarían el par redox similar al sistema DsbD/DsbC. En 
C. crescentus, scsB no se encuentra en la vecindad de los demás genes scs ni tampoco está flanqueado entre los genes cbpA-agp. Además C. crescentus carece de los otros miembros de la vía de reducción de la envoltura celular, como DsbD y CcdA; sólo posee a ScsB. Shepherd y colaboradores, describieron las características bioquímicas y estructurales de ScsC de Salmonella Typhimurium y concluyeron que StScsC es una nueva disulfuro oxidoreductasa involucrada en la protección contra la toxicidad del cobre (Shepherd y col. 2013). Sus resultados indicanque StScsC es una proteína periplasmática soluble. La estructura cristalina reveló que ScsC tiene un plegamiento similar a la proteína DsbA, formadora de puentes disulfuro en el periplasma, aunque la topología de las hélices α y láminas β difieren en los dominios tiorredoxinas de estas dos proteínas (Shepherd y col. 2013). El potencial de reducción del sitio activo CXXC en StScsC es de -132 mV (Shepherd y col. 2013), similar al exhibido por las disulfuro isomerasas (Tabla 1). Como ya se ha mencionado, la primera de las dos cisteínas en el motivo CXXC de las proteínas de tipo tiorredoxinas es la cisteína nucleofílica reactiva expuesta al solvente. Esta reactividad se debe en parte a un menor pKa (~3,5-5) en comparación con la mayoría de las cisteínas (~8,5) (Nelson y Creighton 1994). El pKa de StScsC se midió como 3,4, un valor muy bajo, típico de las cisteínas nucleofílicas encontradas en las proteínas de tipo DsbA [pKa = 3,5 (Nelson y Creighton 1994); Tabla1] (Shepherd y col. 2013). Entonces, StScsC tiene propiedades estructurales intermedias entre las tiol oxidasas de tipo DsbA y las disulfuro isomerasas. Es más, se han identificadodos homólogos estructurales de StScsC, BdbD (oxidoreductasa de tipo DsbA) de B. 









En C. crescentus CcScsC cataliza el plegamiento de proteínas con múltiples cisteínas mediante un mecanismo de isomerización. Las diferencias más notables entre StScsC y CcScsC incluyen un motivo catalítico diferente (CPYC vs. CGYC), la ausencia de una región N-terminal extendida en StScsC (que parece mediar la dimerización de CcScsC) y una deleción de treinta residuos corriente arriba del residuo cis-Prolina157 conservado en estas proteínas de tipo tiorredoxinas (Shepherd y col. 2013). 









  El Cu(II) puede conducir la oxidación de tioles, formando puentes disulfuro incorrectos (Hiniker y col. 2005). StScsC es requerida para la protección contra el estrés por cobre, ya que una mutante ∆scsC presenta mayor sensibilidad a cobre exógeno (CuSO4) en comparación a una cepa silvestre de Salmonella Typhimurium, lo que sugiere que StScsC es parte de un sistema dedicado a proteger a las proteínas periplasmáticas contra la formación de puentes disulfuro no nativos inducidos por el cobre (Shepherd y col. 2013). Si bien el mecanismo de acción no se conoce, debido a que no forma dímeros como el resto de las disulfuro isomerasas, StScsC podría actuar como disulfuro reductasa ya que se encuentra presente fundamentalmente en estado reducido en las células bacterianas (Shepherd y col. 2013). Por su parte, el último gen del locus scs, scsD, codifica para una proteína de localización periplásmica anclada a la membrana interna, con similitudes a las 
Proteína Motivo Potencial redox (mV) pKa de la Cys activa 
Tiorredoxina 1  E. coli CGPC -284 7,1 
Tiorredoxina 2  E. coli
CGPC
-221 5,1 
Glutarredoxina 1 E. coli CPYC -233 N.D
Glutarredoxina 3 E. coli CPYC
-198 < 5,5
SrgA Salmonella Typhimurim CPPC -154 4,7
ScsC S. Typhimurium CPYC -132 3,4




DsbA S. Typhimurium CPHC -126 3,3
PDI Homo sapiens CGHC -110 4,5




DsbL S. Typhimurium CPFC -97 3,8
DsbC E.coli CGYC -130 4,3
BdbD Bacillus subtilis CPSC -75 < 4,5









proteínas de tipo tiorredoxinas como TlpA de Bradyrhizobium japonicum o Neisseria 
gonorrhoeae (Gupta y col. 1997). TlpA participa en la defensa contra el estrés oxidativo en el patógeno N. gonorrhoeae (Achard y col. 2009). Esto sugiere una conexión entre el sistema de envoltura Scs y la protección contra el estrés oxidativo en dicho compartimento de Salmonella Typhimurium. Durante el transcurso de esta Tesis, Anwar y colaboradores, evaluaron la contribución de los genes scs a la tolerancia de cobre, y su rol en estrés oxidativo y la virulencia de Salmonella Typhimurium. Observaron que mientras que la mutante 
∆scsA no mostró sensibilidad incrementadaa CuCl2, deleciones en scsB, scsC o scsD provocaron un incremento moderado de la sensibilidadal metal. La mutante cuádruple ∆scsABCD mostró una sensibilidad similar a las mutantes individuales 
∆scsB, ∆scsC y ∆scsD, sugiriendo que los genes scsBCD constituyen un sistema común responsable de la tolerancia de cobre en S. Typhimurium (Anwar y col.2013). Asimismo, no observaron un incremento en la sensibilidad a H2O2 en las mutantes individuales ∆scsB, ∆scsC y ∆scsD ni tampoco en la mutante del locus completo 
∆scsABCD, a diferencia de lo que ocurre con la mutante ∆scsA, quemostró una sensibilidad incrementada a estaespecie oxidante (Anwar y col. 2013). Se detectó una mayor acumulación de proteínas periplásmicas carboniladas en la mutante 


















Typhimurium. En el año 2016 se publicó un trabajo en el cual se buscaron los genes responsables de la incrementada sobrevida de Salmonella inducida por cortisol y en el cual se encontró que scsA es clave en la recrudescencia de Salmonella inducida por glucorticoides dentro de los macrófagos del hospedador (Verbrugghe y col. 2016). La deleción de scsA elimina el incremento de la proliferación inducida por cortisol, tanto en macrófagos murinos como porcinos, y dicho efecto fue restablecido cuando se complementó con scsA. Se concluyó que scsA media la expresión inducida por cortisol, directa o indirectamente, de varios sistemas que son indispensables para la sobrevida intramacrófago (Verbrugghe y col. 2016). Por otra parte, se mostró que 
scsA tienen un impacto en la expresión de genes de Salmonella involucrados en la modificación del citoesqueleto del hospedador (sipC) y en la formación de filamentos inducidos por Salmonella contenida en su vacuola (pipB) (Verbrugghe y col. 2016). En este mismo trabajo se optimizó un modelo de ratón para imitar las condiciones de estrés y así evaluar el rol de scsA durante la respuesta a glucorticoides de Salmonella in vivo (Verbrugghe y col. 2016). Usando este modelo, se demostró que scsA es requerido para el incremento en la carga de Salmonella inducida por glucorticoide en el ciego de los ratones (Verbrugghe y col. 2016). Este efecto no fue significativo en otros órganos, como bazo e hígado, sugiriendo que la recuperación incrementada de Salmonella dependiente de scsA es específica de tejido y se limita al tracto intestinal (Verbrugghe y col. 2016).   
I.10. Respuesta a estrés de envoltura. Monitoreo de la envoltura celular 
bacteriana 
 


















Cuando el estímulo o señal es detectado por el dominio dominio de reconocimiento de la proteína sensora HQ, se cataliza la autofosforilación dependiente de ATP de un residuo de histidina (His) conservado en el dominio de dimerización de la HQ, produciendo un enlace fosforilo de alta energía (His-P). La HQ fosforilada es reconocida por un RR específico, y el dominio regulatorio conservado de éste cataliza la fosfotransferencia desde His-P en la HQ a un residuo aspártico (Asp) conservado en el RR, creando un enlace acil-fosfato de alta energía (Asp-P) (Perego y Hoch 1996). Normalmente, los dominios regulatorios inhiben los dominios efectores del RR, y la fosforilación del residuo Asp-P libera esta inhibición, permitiendo que el dominio efector ejerza su respuesta (J. a Hoch 2000). Entonces, la respuesta del sistema es determinada por los niveles de RR fosforilado (West y Stock 2001; Robinson y col. 2000). Existen diversos mecanismos que regulan los niveles de RR fosforilado. Los RR pueden poseer una actividad auto-fosfatasa que limita el tiempo de vida de su estado fosforilado. Esta actividad difiere sustancialmente en diferentes RR. En algunos sistemas, existen fosfatasas auxiliares o proteínas que refuerzan la actividad fosfatasa del RR, acelerando su defosforilación. Muchas HQ, además de la actividad de quinasa, también poseen actividad fosfatasa. Ambas actividades pueden ser reguladas directamente por el estímulo (en el caso de las HQ transmembrana) o indirectamente por la interacción con proteínas auxiliares (en el caso de las HQ citoplasmáticas).  
10.2. El sistema de dos componentes de respuesta a estrés de envoltura 


















NlpE (Nueva Lipoproteína E) se identificó por primera vez como un supresor de la toxicidad de la proteína de fusión de la envoltura LamB-LacZ-PhoA, y su expresión está regulada por CpxR (Snyder y col. 1995; Danese y Silhavy 1997). En el año 2002, se demostró que NlpE activa el sistema Cpx en respuesta a la adhesión a superficies hidrofóbicas (Otto y Silhavy 2002). Además, la sobre-expresión de NlpE estimula la vía Cpx y puede utilizarse como una señal de activación específica del sistema (Snyder y col. 1995; Suntharalingam y col. 2003). El análisis de la estructura cristalina de NlpE reveló que es una lipoproteína con dos dominios, un dominio N-terminal barril-β que tiene similitud con la proteína lipocalina bacteriana Blc, que une lípidos a la cavidad formada por el barril-β (Campanacci y col. 2006), conectado a un dominio C-terminal barril-β con similitudes estructurales a las proteínas que contienen un plegamiento de unión a oligosacárido/oligonucleótico (Hirano y col. 2007). La presencia de estos plegamientos sugiere que cambios en lípidos y oligosacáridos producidos durante la adhesión celular podrían estar involucrados en instigar los cambios estructurales responsables de la detección de dicha adhesión a superficies (Hirano y col. 2007). Estos cambios implicarían una propensión del dominio N-terminal barril β a desplegarse. El desplazamiento de una de las láminas 
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La proteína periplasmática CpxP inhibe la actividad de la vía Cpx cuando se sobre-expresa, probablemente por interacción directa con el dominio periplasmático de CpxA. La observación de que la presencia de proteínas mal plegadas en el periplasma activa el sistema Cpx de manera dependiente de CpxP ha llevado a proponer que las proteínas no nativas secuestran CpxP impidiendo su unión a CpxA y en consecuencia la quinasa se activa (DiGiuseppe y Silhavy 2003; Isaac y col. 2005). Sin embargo, el papel de CpxP en la señalización es poco conocido. De hecho, mutantes en cpxP conservan su capacidad de detectar señales tales como la sobre-expresión de NlpE, el pH alcalinoy otros tipos de estrés (DiGiuseppe y Silhavy 2003; Raivio y col. 1999). En los últimos años ha incrementado el énfasis en desentrañar la función de las proteínas accesorias en la señalización de los sistemas de dos componentes. Se demostró que una alta osmolaridad (NaCl) y las subunidades PapE del pilus mal plegadas, desplazan a CpxP de la quinasa sensora CpxA in vivo (Tschauner y col. 2014). En general, este estudio proporcionó evidencia de que CpxP modula la actividad del sistema Cpx mediante la interacción dinámica con CpxA en respuesta a ciertos tipos de estrés específicos (Tschauner y col. 2014). Si bien el dominio periplasmático de la histidina quinasa CpxA actúa como sensor de algunas señales, es también el punto de integración de señales detectadas a través de NlpE y de CpxP (Raivio y col. 1999; Raivio y Silhavy 1997; DiGiuseppe y Silhavy 2003). El regulador CpxR también puede activarse independientemente de CpxA en respuesta a señales relacionadas con el crecimiento y el metabolismo central. Por ejemplo, en E. coli se ha reportado que la expresión de cpxR se induce al inicio de la fase estacionaria (De Wulf y col. 1999), y que esta activación depende de CpxR pero no de CpxA (DiGiuseppe y Silhavy 2003). CpxR también se puede activar de forma independiente de CpxA cuando las células se cultivan en presencia de un exceso de fuentes de carbono, tales como glucosa y piruvato (Wolfe y col. 2008). Se postula que esta inducción está mediada por la vía Pta-AckA, que genera acetil fosfato (AcPi) a partir de acetil-CoA (Wolfey col. 2008). De hecho, el acetil fosfato puede fosforilar CpxR in vitro y, bajo determinadas condiciones de crecimiento, in 


















la orientación y el modo en que CpxR ejerce su regulación. El grado de coincidencia con elsitio de unión consenso CpxR tampoco parece ser predictivo (Price y Raivio 2009). En la mayoría de los casos, CpxR actúa en conjunto con otros reguladores para controlar la expresión de los genes. Se ha demostrado que para la expresión de los transportadores del tipo CBA, MdtA y AcrD, y para la porina OmpC, CpxR actúa como co-regulador (Batchelor y col. 2005; Hirakawa y col. 2005). En ausencia del regulador principal de acrD y mdtA, BaeR, o de ompC, OmpR, CpxR es incapaz de activar la transcripción de estos genes. Estos resultados indican que CpxR actúa en conjunto con el activador principal para intensificar la transcripción (Hirakawa y col. 2005).  Cpx y su vínculo con los metales La respuesta del regulón Cpx al estrés de envoltura está relacionada a los metales (Guest y Raivio 2016). Los genes regulados por CpxR exhiben cambios en la transcripción en presencia de hierro, cobre y zinc y muchos de ellos tienen funciones demostradas, o se sospecha que están implicados en la adquisición, eflujo y/o almacenamiento de metales (Guest y Raivio 2016). En E. coli, se demostró que una mutante en el operón cpxRA (∆cpxRA) es más sensible a Cu y a Zn que la cepa silvestre (Yamamoto y Ishihama 2006). Además, estudios de transcriptómica en E. 
coli revelaron la activación de al menos 14 genes dependiente de CpxRA en presencia de Cu, aroG, cpxP, ftnB, htrA, ppiA, spy, ybaJ, yccA, ycdN, ycfS, ydeH, yebE, 









Finalmente, el efecto de los metales sobre la respuesta Cpx no se limita a E. 
coli, sino que impacta también a otras gama-proteobacterias. En V. cholerae, se mostró que el cobre induce la expresión del reportero cpxP (Slamti y Waldor 2009). Asimismo, en este patógeno, Cpx reconoce y media la adaptación a la disminución de hierro (Acosta y col. 2015). En Salmonella Typhimurim, genes pertenecientes al regulón Cpx, como cpxP y ppiA, se inducen en presencia de cobre tanto en medio mínimo como en medio rico (Pontel y col. 2014). Cpx y su vínculo con la virulencia El sistema de dos componentes CpxRA tiene efectos contrastantes en la patogénesis de diferentes especies bacterianas. Por ejemplo, la activación de CpxRA en Shigella sonnei resulta en una expresión incrementada de los genes de virulencia. Los patógenos de humanos, Yersinia pestis y E. coli uropatogénica, requieren al sistema Cpx para su virulencia. Por el contrario, en Haemophilus ducreyi la activación del sistema CpxRA lleva a la regulación negativa de genes de virulencia conocidos en este patógeno. Asimismo, la activación constitutiva de la respuesta Cpx resulta en defectos en la virulencia in vivo y la deleción de este sistema no tiene efectos sobre la infección. Estos estudios son consistentes con lo observado durante la infección con Salmonella Typhimurium y Vibrio cholerae. Así, la contribución del sistema Cpx in vivo sobre la virulencia parece variar entre los distintos géneros de enterobacterias (Thomassin y col. 2015). Para evaluar la participación del sistema Cpx de Salmonella Typhimurium en la entrada y replicación dentro de células eucariotas, se hicieron ensayos de invasión y persistencia en macrófagos y en células epiteliales con mutantes ΔcpxR, ΔcpxA y 









mediante ensayos de competencia se evaluó la capacidad de las mutantes ΔcpxR, 
ΔcpxA y cpxA* para competir con la cepa silvestre en el crecimiento en tejidos 
murinos. Nuevamente, la cepa ΔcpxR no se vio afectada respecto a la parental silvestre mientras que se evidenció una disminución significativa en el recuento 











II.1. Objetivos generales El presente trabajo de tesis se enmarca en un proyecto de investigación que involucra el estudio de los mecanismos de señalización ambiental y de regulación transcripcional que modulan la capacidad de Salmonella enterica de adaptarse y sobrevivir en diferentes ambientes, tanto dentro como fuera del hospedador. Nuestro grupo de trabajo se ha centrado en el estudio del cobre como señal ambiental, dada su vinculación con la virulencia, y ha iniciado la caracterización de un sistema de reconocimiento a cobre que controla la expresión de factores involucrados en la resistencia al metal en esta bacteria patógena. Particularmente, en este trabajo se planteó caracterizar otros mecanismos que utiliza este patógeno para sobrevivir en presencia de concentraciones elevadas de Cu y de estrés oxidativo, con especial atención en proteínas de la envoltura bacteriana, CueP y el sistema Scs, codificadas en loci específicos de Salmonella. Para ello se propusieron los siguientes objetivos específicos:   
II.2. Objetivos específicos Dilucidar el rol fisiológico de la regulación coordinada de cueP por parte de CueR y de CpxR/CpxA y profundizar en el estudio de esta regulación, analizando aspectos mecanísticos del proceso de inicio de la transcripción. Estudiar el rol de los genes scs en la homeostasis de cobre en Salmonella y dilucidar el o los factores responsables de su activación. Caracterizar el rol de los productos génicos de Salmonella enterica que codifican para proteínas tipo tiorredoxinas extracitoplasmáticas ScsA, ScsB, ScsC, ScsD, DsbC, DsbG y DsbD, en la resistencia a cobre, y en la respuesta a estrés oxidativo 
 
 III. MATERIALES Y MÉTODOS 









III.1 Cepas bacterianas, plásmidos y oligonucleótidos Las cepas y plásmidos empleados en esta tesis se detallan en las Tablas 2 y 3, respectivamente. Los oligonucleótidos que fueron utilizados para la generación de mutantes, el clonado de las regiones especificadas, los ensayos de RT-PCR y RT-qPCR, ensayos de retardo de la movilidad electroforética y de protección a la ADNasa I se detallan en la Tabla 4. En todos los casos estos oligonucleótidos fueron sintetizados por Sigma, se disolvieron en agua destilada estéril hasta una concentración 1 μg/μl y se guardaron a –20°C hasta su utilización. Para las reacciones de PCR se realizaron diluciones de los oligonucleótidos hasta alcanzar 
stocks de 10 μM, y para las reacciones de qRT-PCR los stocks se diluyeron hasta una concentración de 5 μM.  
Tabla 2. Cepas utilizadas 
Cepa Genotipo relevante Referencia 
 E. coli  
DH5α F-Z-(tp8OlacZAM15)endA1 recA1 
supE44 thi-1 gyrA96 hsdrl7 relalA (lacZYA-argF)U169 (Sambrook y col. 1989) XL1-blue recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17, 
supE44, relA1, lac[F´, proAB+, lacIq, lacZ, 
Δ::Tn10(TetR)] Stratagene  M15 [pREP4] F-, Φ80ΔlacM15, thi, lac-, mtl-, 
recA+,KmR Qiagen 
Salmonella Typhimurium 14028 Silvestre ATCC 7065 (LB5010) metA22 metE551 trpD2 ilv-452 leu- pro- hsdSA29 hsdB- strA120 galE- (Bullas y Ryu 1983) PB5449 ∆cueR  (Espariz y col. 2007) PB9662 ∆cpxRA (Pezza y col. 2016) PB5948 PcueP::lacZ-CmR (Pontel y Soncini 2009) PB5949 ∆cueR PcueP::lacZ-CmR (Pontel y Soncini 2009) PB6028 cueP::3xFLAG-KmR (Pontel y Soncini 2009) PB6127 ∆cueP::CmR (Pontel y Soncini 2009) PB8214 PcueP::lacZ Cepario laboratorio PB9833 PcueP::lacZ PcueP::Cm (Pezza y col. 2016) PB9958 PcueP::lacZ caja cpxR*-CmR (Pezza y col. 2016) PB10009 PcueP::lacZ-CmR constitutivo (CueR independiente) (Pezza y col. 2016) 








Continuación Tabla 2 PB10029 ∆cueR::KmR∆cpxR PcueP::lacZ-CmR  (Pezza y col. 2016) PB10326 ∆cpxR::CmR cueP::3xFLAG- KmR (Pezza y col. 2016) PB10424 ∆cueR::KmRPcueP::lacZ-CmR constitutivo (Pezza y col. 2016) PB10864 PcpxP-lacZ (Pezza y col. 2016) PB11450 ∆cpxR::CmRPcpxP::lacZ (Pezza y col. 2016) PB11609 PcopAcueP (Pezza y col. 2016) PB11893 PcopAcuePcueP::3xFLAG- KmR (Pezza y col. 2016) PB12531 ∆cpxRPcopAcuePcueP::3xFLAG- KmR (Pezza y col. 2016) PB12519 cpxR-box*- CmR (Pezza y col. 2016) PB10122 ∆cpxR (Pezza y col. 2016) PB12526 ∆cpxA::CmR (Pezza y col. 2016) PB12527 ∆cpxA::CmRPcueP::lacZ (Pezza y col. 2016) PB9618 ∆scsA Cepario laboratorio PB9409 ∆scsBCD::CmR Cepario laboratorio PB10431 ∆scsABCD::CmR Este trabajo PB10807 ∆scsABCD Este trabajo PB10673 ∆scsB Este trabajo PB11084 ∆scsC Este trabajo PB11020 ∆scsD Este trabajo PB9410 ∆dsbC::CmR Cepario laboratorio PB10688 ∆dsbC Este trabajo PB12111 ∆dsbG Este trabajo PB12071 ∆dsbD (∆dipZ) Este trabajo PB12073 ∆scsC∆dsbC Este trabajo PB12813 ∆scsC∆dsbG Este trabajo PB12131 ∆scsC∆dsbC ∆dsbG Este trabajo PB12132 ∆scsB ∆dsbD Este trabajo PB12810 ∆scsB ∆scsC Este trabajo PB12811 ∆scsB ∆dsbC Este trabajo PB12812 ∆scsB ∆scsC ∆dsbC Este trabajo PB12110 ∆tpx::CmR Este trabajo PB10668 scsA::cat Este trabajo PB12345 Pscs::lacZ Este trabajo PB12397 ∆cpxR::CmR Pscs::lacZ Este trabajo PB12814 ∆cpxA::CmR Pscs::lacZ Este trabajo PB12398 ∆cueR::CmR Pscs::lacZ Este trabajo PB12399 ∆golS::CmR Pscs::lacZ Este trabajo PB12815 ∆rpoE::CmR Pscs::lacZ Este trabajo PB12400 ∆rcsB::CmR Pscs::lacZ Este trabajo  
Tabla 3. Plásmidos utilizados 
Plásmido Propiedades relevantes Referencia pCP20 flp, AmpR (Cherepanov and Wackernagel 1995) 








pJB20 lacZ clonado en BstBI del plásmido pKD3 (Beaber, Hochhut, and Waldor 2002) pKD3 Ori R6K, CmR, AmpR (Datsenko y Wanner 2000) pKD4 Ori R6K, KmR, AmpR (Datsenko y Wanner 2000) pKD46 ParaB-γ-β-exo, AmpR (Datsenko y Wanner 2000) pMC1871 pBR322. TetR, lacI- Amersham Pharmacia pQE32 Ori ColE1, AmpR, PT5-lac, N-His  Qiagen pSUB11 Ori R6K, 3xFLAG, KmR (Uzzau y col.2001) pUHE21-2lacIq reppMB1 AmpRlacIq (Soncini, Vescovi, and Groisman 1995) pPB1209 pUH::cueR(pCUER) (Espariz y col.2007) pPB1257  pUH::cueP (Pontel y Soncini 2009) pPB1466 pUH::cpxR(pCPXR) (Pezza y col. 2016) pPB1467 pQE32::cpxR (Pezza y col. 2016) pPB1468 pUH::cpxRA (pCPXRA) (Pezza y col. 2016) pPB1474 pUH::nlpE (pNLPE) (Pezza y col. 2016) pPB1351 pUH::cueRC120S (Ibáñez, Checa, and Soncini 2015) pPB1334 pMC1871::Pscs Este trabajo PPB1477 pMC1871::Pscsbox(-) Este trabajo pPB1478 pMC1871::Pscsbox∆ Este trabajo 









Tabla 4. Oligonucleótidos utilizados en este trabajo de Tesis 
Nombre Secuencia (5’-3’) Función scsA Fw ATGGCGAAACAACAACG RT-PCR y qPCR scsA Rv-250 GTAGACAAAGCGCAAGG RT-PCR y qPCR scsB Fw ATGATGATTTTGTTCAG RT-PCR y qPCR scsB Rv-263 CTTACCTCAGGCATGTC RT-PCR y qPCR scsB Fw-165 CTGTTGCTGGATGTCAAACTGG RT-PCR scsB Rv-165 TCCCTGGGTGGTGATATTCG RT-PCR scsA79pb Rv GTTGCGCGGTACAAACC RT-PCR rnpB Fw2 TCATCTAGGCCAGCAATCG RT-PCR y qPCR rnpB Rv GTGAAAGGGTGCGGTAAGAG RT-PCR y qPCR scsA-prom Fw GGTTTCTCCACTAAGTGTAGG Chequeo de mutante scsA-P1 GATAACTCGCGTTAAACAGTGAGGGCGCAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG Deleción de scsA y de 
scsABCD. Construcción de Pscs::lacZ-Cm scsA-P2 GTGCCCCTCTCTACTGCCGCCCGTTTTCCGTTCAGGCATATGAATATCCTCCTTA Deleción de scsA. Construcción de Pscs::lacZ-Cm scsBCD-P1 GGTTAATTACTCATTCACGGAGAAAAAATGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG Deleción de scsBCD y de 
scsB scsBCD-P2 GGTTAATTACTCATTCACGGAGAAAAAATGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG Deleción de scsBCD,de 
scsABCDy de 
scsD scsB-P2 GCTTTTTTCAACGTTTGTAATACCGCATCCATATGAATATCCTCCTTA Deleción de scsB scsC-P1 AATACATGATTGTTTTACTGCTGGCGCTGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG Deleción de scsC scsC-P2 CTGCGCCCGGAATCAGCTCGTCGCCAATGCATATGAATATCCTCCTTA Deleción de scsC scsD-P1 ACTGCGGCGTTGGCTGCGTGAAGCCGCGGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG Deleción de scsD scsA-cat P1 TTGTACCGCGCAACGCATGGCGGGCCTGCACGCCTTGCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG Inserción Cm a 79 pb del ORF scsA scsA-cat P2 GGAGCGCTGACCACCGCAGCAGAGGCCGTCGCCTGCATCTCATATGAATATCCTCCTTA Inserción Cm PscsA-Fw-(XmaI) GACCCGGGCATAATGGCGTAATAATC Clonado pMC1871 /EMSA/ ADNasa I 








PscsA-Rv-(XmaI) GACCCGGGGCAAAGAAACCACCAG Clonado pMC1871 /EMSA/ ADNasa I Pscs box∆ Fw GCGCGAGCTCATAACTAATGAGGGGAAAGG Mutagénesis 
box CpxR en Pscs. Pscs box(-)Fw GCCGACATAACTTCAGAGGGGAAAGGTTGC Mutagénesis 
box CpxR en Pscs. P1-Rev CGAAGCAGCTCCAGCCTACAC Chequeo mutantes LacZ-Rv ATCAAGCTTCGACGGCCAGTGAATC Chequeo mutantes cpxP-prom cheq TGTTTACGTACCTCCGAGGC Chequeo mutante cpxP P1 TGAAATTATTGAGTAGTAGCAACTCACGTTCCCAGTAAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG Construcción de PcpxP::lacZ-Cm cpxP P2 GAAGACAGGGATGGTGTCTATGGCAAGGAAAACAGGGTTGCATATGAATATCCTCCTTA Construcción de PcpxP::lacZ-Cm nlpE-BamHI Fw CGGGATCCATGGTGAAAAAAGCG Clonado nlpE nlpE-HindIII Rv CCCAAGCTTTCTCAAGACGGGTAC Clonado nlpE dsbC P1 CATCCGCGGGCATGAGTGCTGACAGGAAAGGATAGTTTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG Deleción dsbC dsbC P2 CTCGCGCCGACGAAGTTGTCTCTGTTGTTTCACGCGTACATATGAATATCCTCCTTA Deleción dsbC dsbC-prom cheq GTACTGGCTGGAATCGATAG Chequeo de mutante dsbG P1 GGCGTGGTACGGTTAAGCTCCAGCTTTGCTAATTTCTGCGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG Deleción dsbG dsbG P2 ATACTCTTTTCGCTTTGATATTAAAAGGAAAAAATATGCATATGAATATCCTCCTTA Deleción dsbG dsbG-prom cheq TAAGGTCGTAAAGGTTAGCC Chequeo de mutante dsbD (dipZ) P1 GGTTTTACCTGTTACTCACGGAGATACTGATTACCTCTCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG Deleción dsbD dsbD (dipZ) P2 CACGGTATTCTCCTCCGTCTTTGCTTTTGCAAGTGTCGCCATATGAATATCCTCCTTA Deleción dsbD dsbD-prom cheq CGTCGTTCTGGCTGTCTGC Chequeo mutante tpx P1 GGATTTCGACGTTAACTATAAGTAAATAGGAACATAATTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG Deleción tpx tpx P2 CCTGTAGCACTGACAAACGTAGCGCCAGCAGGCGCTGGCCATATGAATATCCTCCTTA Deleción tpx tpx-prom cheq CAGTTTCTGCAATGCTTCGC Chequeo mutante cpxA-int P1 TAGGAAGTTTAACCGCGCGCATCTTCGCCATCTTCTGGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG Deleción cpxA cpxA-int P2 GAGATAAAAAATCGGCCTGCATTCGCAGGCCGATGGTTTCATATGAATATCCTCCTATA Deleción cpxA cueP-prext-Rv  TCTGAGGATGCCGCAAGCGCGGAGCC EMSA 








cueP-fwd-ftprin  GCATTTTGAATCCCTGCCTGATGG EMSA P1-site-cpxR CTGATGGCGGGGATTTTTTTTATTCCAATTCCCCCCTCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG Mutagénesis box CpxR en PcueP P2-cpxR-mut GGACGCAGGCACTAGTAATCCACAGTTATGCTGGGGGACATATGAATATCCTCCTTA Mutagénesis box CpxR en PcueP Cpx-Mut-Kpn-Fwd  TCCCCCAGCATAACCATGGATTACTAGTGCCTGCGTCC Mutagénesis box CpxR en PcueP P-int-cueP-Rv  ACTTCAATTCCTTGTGAACAATC  Mutagénesis 
box CpxR en PcueP cueP-prom-copA-Fwd  GTAATGGCGGCGTCACCAGC Construcción PcopA-cueP P2-rv-cueP-prom-CopA  CGGTTTTATGAAGAGAAAGGGCTGGTGACGCCGCCATTACCATATGAATATCCTCCTTA Construcción PcopA-cueP P1-Fwd-cueP-prom-copA  CCAGCATAACTTTGCATTACTTTACCCTGCGTCCCTTTGAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG Construcción PcopA-cueP 







III.2. Medios de cultivo, antibióticos y condiciones de crecimiento La células fueron crecidas en el medio de cultivo Luria-Bertani (LB), compuesto por 10 g/l de peptona de carne, 5 g/l de extracto de levadura y 5 g/l de NaCl (Difco). En los casos indicados, se utilizó el medio 1X SLB, el cual no contiene NaCl. Para los lisados en medio líquido se utilizó el medio rico Nutrient Broth (NB), compuesto por 3 g/l de extracto de carne bovina y 5 g/l de peptona. Como medio de crecimiento definido se utilizó el medio mínimo M9 (Difco) compuesto por 6,78 g/l de Na2HPO4, 3 g/l de KH2PO4, 0,5 g/l de NaCl, 1 g/l de NH4Cl, 0.4% de glucosa como fuente de carbono, 2 mM de MgSO4 y 0,1 mM de CaCl2.Cuando se indica, se ajustó el pH del LB a 5,5 o 7,0 mediante el agregado de 100 mM MES Para preparar medios sólidos se agregó agar en concentración final de 15 g/l. Para preparar medios semisólidos (soft agar) se agregó agar en concentración final de 6 g/l. Los antibióticos empleados fueron: ampicilina (100 μg/ml), cloranfenicol (20 
μg/ml), kanamicina (50 μg/ml) y tetracilina (12,5 μg/ml). En los casos donde fuese necesario se agregó CuSO4, ZnSO4, ZnCl2, citrato férrico, CdCl2, CoSO4, H2O2 y 2,2’-dipiridilo en las concentraciones indicadas.  
III.3. Extracción de ARN total Para la extracción de ARN total se realizó la dilución 1/100 de cultivos saturados de la cepa de interés en 25 ml de medio LB a 37°C con agitación. Una vez alcanzada la densidad óptica (DO600nm), a una fracción del cultivo se le agregó sulfato de cobre a una concentración final de 1 mM, dejando otra fracción sin agregado de metal. En ese instante, se tomó una alícuota de 5 mL, tiempo 0 minutos, se le agregó una solución fría de etanol absoluto 95%/fenol pH 5,5 5% (solución “stop”) y se incubó en hielo durante 20 minutos. Lo mismo se hizo para las alícuotas a los distintos tiempos: 5, 10, 20, 40 y 60 minutos. Posteriormente, las células fueron cosechadas por centrifugación a 6500 rpm durante 5min, resuspendidas en buffer TE pH 7 (Tris-HCl 10mM pH7; EDTA 1mM) y nuevamente centrifugadas a 6500 rpm durante 5 minutos. Los siguientes pasos de extracción se realizaron utilizando el reactivo RNAzol (RNAzol® RT Molecular Research Center), siguiendo las 







instrucciones del fabricante. Luego de la extracción del ARN, las muestras fueron sometidas a tratamiento con DNAsa RQ1 (Promega) para mejorar su calidad. Se determinó la concentración de ARN midiendo la absorbancia de una alícuota a 260 nm, según la fórmula: 1 unidad de Abs260nm = 40 g de ARN / ml de solución  Todas las preparaciones de ARN que fueron utilizadas en los ensayos de qRT-PCR presentaron un valor del cociente (Abs260nm/Abs280nm) entre 1,7 y 2,0, lo que indica que se hallaban libres de proteínas y fenol (Sambrook, Fritsch, and Maniatis 1989). Además se analizó el ARN total obtenido mediante electroforesis en geles de agarosa al 1,5 % (p/v), como se indica en la secciónIII.6.  
III.4. Extracción de ADN  
4.1. Extracción de ADN genómico El ADN cromosomal se preparó a partir de células de S. Typhimurium 14028s, o de mutantes derivadas de esta, según se indique. Se centrifugaron 5 ml de un cultivo saturado de células crecidas en medio LB a 37 ºC con agitación constante. Las células se recolectaron por centrifugación, se resuspendieron en 2,5 ml de 10 mM Tris-HCl pH, 8,25 mM EDTA, y 150 mM NaCl y luego se repitió la centrifugación. El sedimento celular se resuspendió en 2,5 ml de 10 mM Tris-HCl pH 8 y 25 mM 
EDTA. Luego se agregaron 275 μl de lisozima 2 mg/ml (Sigma), y se incubó 20 minutos a 37 ºC. Se agregaron 300 μl de una solución de 10 % (p/v) de Sarkosyl y 100 µg/ml proteasa K (Invitrogen), y se incubó a 55 ºC durante 1 hora. Posteriormente, se realizaron extracciones sucesivas con volúmenes iguales de fenol equilibrado con 100 mM Tris-HCl pH 8,0 y con cloroformo:fenol en proporción 1:1 (v/v), conservando siempre la fase acuosa. Se centrifugó la mezcla a 5000 rpm durante 5 minutos, se recuperó la fase acuosa que contiene al ADN cromosomal y se le agregaron 1/9 partes en volumen de 3 M acetato de amonio y 1 volumen de isopropanol. Se centrifugó a 10000 rpm durante 20 minutos. El precipitado obtenido se lavó con 1 ml de etanol 80 % (v/v), se secó a temperatura ambiente, y se resuspendió en 300 µl de agua destilada estéril. La concentración de ADN fue 







determinada midiendo la absorbancia de una alícuota a 260 nm (Abs 260 nm), según la siguiente fórmula: 
1 unidad de Abs 260nm = 50 μg de ADN/ml de solución (Sambrook, Fritsch, and Maniatis 1989). La calidad de la preparación se evaluó a través del cociente Abs 260nm/Abs 280nm. Un valor entre 1,7 y 2,0 indica que se halla libre de proteínas y fenol (Sambrook, Fritsch, and Maniatis 1989). También se analizó el ADN genómico mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%, como se indica en la secciónIII.6.  
4.2. Extracción de ADN plasmídico El ADN plasmídico se preparó a partir de células de E. coli previamente transformadas. Las células se crecieron a 37 ºC con agitación constante durante toda la noche en 3 ml de medio LB con el agregado del antibiótico adecuado. Se centrifugó el cultivo, y se resuspendió el sedimento celular en 350 μl de solución STET (8 % (p/v) sacarosa, 5 % (p/v) Tritón X-100, 50 mM EDTA y 50 mM Tris-HCl pH 8,0). Se 
agregaron 10 μl de una solución de 10 mg/ml lisozima (Sigma) y 1 mg/ml ARNasa A libre de ADNasa (Sigma), 50 mM Tris-HCl pH 8 y 50 % de glicerol. La mezcla se hirvió 1 minuto a 100 ºC y luego se centrifugó durante 10 minutos a 12000 rpm. El sobrenadante conteniendo el ADN plasmídico se sometió a extracciones sucesivas con volúmenes iguales de cloroformo y fenol equilibrado con 0,1 M Tris-HCl pH 8, conservándose la fase acuosa. Para precipitar el ADN se agregaron 60 μl de acetato de amonio 3 M y 1 volumen de isopropanol, se incubó durante 30 minutos a –20 ºC y se centrifugó a 12000 rpm durante 15 minutos. Se descartó el sobrenadante y el precipitado obtenido se lavó con 500 μl de una solución de 80 % (v/v) etanol. Se volvió a centrifugar, se eliminó el sobrenadante y el sedimento se secó a temperatura ambiente. Finalmente el precipitado se resuspendió en 30 μl de H2O destilada estéril. La solución de ADN obtenida se mantuvo a –20 ºC hasta su utilización. Alternativamente, para obtener un ADN plasmídico de mejor calidad y con mejores rendimientos, se utilizó un kit comercial (Sigma), siguiendo las instrucciones del fabricante.  







III.5. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) Para la amplificación de fragmentos por PCR se siguió un protocolo básico que consistió en una desnaturalización inicial a 94 ºC durante 3 minutos, luego una iteración de 30 ciclos compuestos por una desnaturalización a 94ºC, un anillado entre 50 ºC y 60 ºC (dependiendo del oligonucleótido utilizado) y una elongación a 72 ºC (o 68ºC según la polimerasa utilizada). Los tiempos de desnaturalización y anillado fueron de 30 segundos y los de elongación dependieron de la longitud de los productos a amplificar (no más de 1 minuto por cada 1 kpb). Por último se incluyó una etapa de extensión final a 72 ºC durante 10 minutos. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient. El volumen final fue de 20- 50 µl conteniendo: buffer comercial 1X, 2,5 mM MgCl2, 0,25 mM de cada uno de los desoxinucleótidos trifosfato (Invitrogen), 1 µg de ADN molde (cantidad variable), 5 pmoles de oligonucleótido directo o reverso y 2,5 U de Taq polimerasa (Invitrogen) o Pfx polimerasa (Invitrogen). Como molde se utilizó 0,025 
μg de ADN plasmídico, 0,125 μg de ADN cromosomal o 3 μl provenientes de la suspensión de 1 colonia en 50 μl de H2O estéril, previamente hervida durante 5 min (PCR de colonia).  Los productos fueron analizados mediante electroforesis en geles de agarosa, como se indica en la III.6.  
5.1. Reacción en cadena de la polimerasa a partir de colonias Esta técnica se empleó para verificar en las cepas transformadas la presencia de los distintos fragmentos de interés, ya sea como fusiones cromosomales o clonados en plásmidos. La técnica consistió en disolver una colonia de las bacterias a analizar en 50 µl de agua destilada. Cada reacción se llevó a cabo en un volumen final de 25 µl, compuesto por buffer comercial 1 X, 1 µl de la suspensión de bacterias en agua destilada, 2,5 mM MgCl2, 0,25 mM de cada uno de los desoxinucleótidos trifosfato, 5 pmoles de cada uno de los oligonucleótidos (directo y reverso) y 1 U de 
Taq polimerasa. El programa de amplificación fue similar al descripto en el punto anterior. 
 








5.2. Reacción en cadena de la polimerasa con trascriptasa inversa (RT-
PCR) y reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real o cuantitativa (qRT-
PCR). La síntesis de ADN copia (ADNc) se realizó utilizando oligonucleótidos aleatorios, 2 g de ARN total y 1 U de la retrotranscriptasa Superscript II Rnase H2 (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez obtenido el ADNc, se utilizaron cebadores para amplificar scsA (250 pb), scsB (263 pb) y el gen de referencia rnpB (169 pb), que fue utilizado como control interno para la normalización (ver Tabla 4) y se procedió a determinar los niveles de estos transcriptos mediante PCR y qPCR. Las reacciones de qRT-PCR (5 μl de una dilución 1/10 de cada ADN copia se utilizó como molde) se llevaron a cabo en presencia del colorante SYBR green que se intercala en fragmentos de ADN de doble cadena (Molecular Probes), y se monitorizaron en tiempo real con el termociclador Mastercycler® ep realplex Real-time PCR System (Eppendorf). La expresión relativa se calculó utilizando los valores de ciclo umbral (Ct) obtenidos a partir de cada muestra de la siguiente manera: expresión relativa = 2-ΔΔct, siendo ∆Ct = Ctmuestra – Ctcontrol interno y ΔΔCt = ΔCmuestra – ΔCtmuestra de referencia (en donde la muestra es el transcripto en la condición en estudio (agregado de metal), el control interno es un fragmento del gen rnpB y la muestra de referencia corresponde a los transcriptos en la condición sin agregado de metal). En los gráficos de barra se muestran los valores en veces de inducción respecto al cultivo no tratado para cada tiempo.  
III.6. Electroforesis de ADN en geles de agarosa El ADN cromosomal, plasmídico y los fragmentos obtenidos por la restricción de los mismos y por la reacción en cadena de la polimerasa fueron separados mediante electroforesis en geles de agarosa de distinta concentración, según el tamaño del fragmento a resolver. Para la corrida electroforética se utilizó el sistema de tipo submarino (Sambrook, Fritsch, and Maniatis 1989). Se utilizó la solución tampón TBE 0,5 X (45 mM Tris base, 45 mM ácido bórico y 1 mM EDTA) como 







solución de electroforesis y para la preparación de geles. A estos últimos se les agregó bromuro de etidio en una concentración final de 0,3 μg/ml antes de su gelificación. Previo a la siembra, las muestras se mezclaron con solución de siembra compuesta por 0,25 % (p/v) azul de bromofenol, 0,25 % (p/v) xilencianol y 30 % (v/v) glicerol, en una proporción 5:1 en volumen de muestra:solución de siembra. Como marcador de peso molecular se utilizó 1 Kb DNA Ladder (Invitrogen). Los geles de agarosa se corrieron a una intensidad de corriente constante de 75 mA y, una vez finalizada la electroforesis, los fragmentos de ADN se detectaron empleando un transiluminador de luz UV (FBTIV-88. Fisher Biotech).  
6.1. Purificación de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa Los fragmentos de ADN obtenidos por PCR o luego de la digestión con enzimas de restricción fueron purificados a partir de geles de agarosa mediante la tecnología de adsorción provista por el kit comercial GFX (General Electric Healthcare) siguiendo las indicaciones del proveedor.  
III.7. Digestión de ADN con enzimas de restricción Las condiciones de digestión usadas en cada caso fueron las recomendadas por los proveedores de las endonucleasas de restricción. Se utilizó 
aproximadamente 1 U de enzima por μg de ADN y se incubó la mezcla de digestión durante 3-16 horas a la temperatura recomendada. Los cortes con enzimas de restricción se verificaron mediante electroforesis en geles de agarosa como se describe en el punto III.6.  
III.8. Reacciones de ligación de fragmentos de ADN Las reacciones de ligación se llevaron a cabo en un volumen final de 10 μl, conteniendo 1 U de ADN ligasa del bacteriófago T4 (Fermentas), la solución de ligación comercial 1X y los fragmentos de ADN a ligar (vector e inserto en una proporción 1:4, respectivamente). Las reacciones se incubaron toda la noche a           16 ºC. Transcurrido este período, la mezcla de ligación fue sometida a diálisis en gota 







contra agua previamente esterilizada, utilizando discos de nitrocelulosa (tamaño de poro 0,025 µm, MILLIPORE) durante 30 minutos.   
III.9. Construcción de plásmidos reporteros Para generar la fusiones reporteras plasmídicaspMC1871::Pscs box(-)(en el cual se reemplazaron dos bases en el sitio de reconocimiento de CpxR) y pMC1871::Pscs box∆ (se deletaron y/o reemplazaron bases dentro y fuera del sitio de reconocimiento de CpxR) (Tabla 4) que contienen un fragmento de 303 pb del promotor de scs en fase con el gen que codifica para la enzima β-Galactosidasa (lacZ) carente de su propio codón de inicio de la traducción (codificado en el plásmido). Brevemente, se realizaron dos PCR utilizando la técnica de megaprimer (apartado III.13) para las construcciones Pscs box(-) y Pscs box∆ . En la primera PCR se generó un fragmento que contiene el sitio de unión a CpxR mutado utilizando los primers Pscs box∆ Fw o Pscs box(-) Fw con PscsA-Rv-(XmaI) (Tabla 4), y el plásmido pMC1871::Pscs (construcción ya disponible en el laboratorio) como molde (PCRI). Los productos de estas reacciones se utilizaron en la reacciones de extensión del megaprimer (PCRII) junto con el oligonucleótido PscsA-Fw-(XmaI) y utilizando como molde el mismo plásmido que anteriormente. Los oligonucleótidos PscsA-Fw-(XmaI) y PscsA-Rv-(XmaI) llevan en sus extremos 5' un sitio de reconocimiento para la enzima XmaI, con la que el producto de la PCRII fue tratado para ligarlo en el plásmido pMC1871 tratado de la misma manera.  
III.10. Preparación de células competentes Para la preparación de células competentes de E. coli o S. Typhimurium se inocularon 300 ml de medio LB fresco con 3 ml de un cultivo saturado de la bacteria y se incubó con agitación permanente a 37 ºC hasta una DO600nm entre 0,5 y 0,8. Dicho cultivo se enfrió en hielo durante 20 minutos y se centrifugó a 7000 rpm a 4 ºC. El sedimento celular obtenido se lavó dos veces con 500 ml de H2O destilada estéril fría y una vez con 10 ml de 10 % (v/v) glicerol. Finalmente, se resuspendió en 0,6 ml de 10 % (v/v) glicerol, y se fraccionó en tubos estériles, que se guardaron a -80 ºC hasta el momento de su uso. 








III.11. Transformación y selección Para la transformación celular se colocaron 40 µl de la suspensión de células competentes preparadas como se indicó en la sección anterior en una celda de electroporación y se agregaron de 1 a 5 µl del plásmido, mezcla de ligación o fragmento de ADN lineal. Se electroporó la mezcla utilizando un electroporador Bio-Rad a un voltaje de 2,5 kV. Luego, se agregó 1 ml de medio LB y se incubó 1 hora a 37 ºC con agitación constante. Las células fueron concentradas por centrifugación y se sembraron con espátula de Drigalsky en placas de Petri conteniendo LB agar suplementado con el antibiótico adecuado para la selección de las bacterias transformantes.   
III.12. Manipulación genética 
  
12.1. Construcción de mutantes polares y no polares en Salmonella En la figura 11 se esquematiza el método empleado para la obtención de mutantes polares y no polares en Salmonella desarrollado por Datsenko y colaboradores y denominada “mutagénesis en un solo paso” (Datsenko y Wanner 2000). Este método se basa en la recombinación de fragmentos de ADN lineales mediada por el sistema red del fago λ, luego de la transformación de las células con ADN lineal. Los fragmentos de ADN lineal se obtuvieron amplificando por PCR un 
cassette de resistencia para un antibiótico, cloranfenicol o kanamicina (CmR o KmR) flanqueado por los dos sitios de reconocimiento de la recombinasa específica FLP (denominados FRT). Los oligonucleótidos utilizados para esta amplificación son diseñados con los extremos 5’ homólogos al gen a mutar/delecionar y extremos 3’ que hibriden con los sitios FRT de los plásmidos que se utilizan como molde: pKD3 (CmR) o pKD4 (KmR) (Tabla 3). Con estos fragmentos se transformaron células electrocompetentes de Salmonella 7065/pKD46. El plásmido pKD46 es termosensible y expresa los genes gam, bet y exo del fago λ bajo el control de un promotor inducible por arabinosa, cuyos productos génicos evitan la degradación 







del ADN lineal por la nucleasa RecBCD de la bacteria y facilitan la recombinación de éste con el cromosoma (Datsenko y Wanner 2000) (Figura 11). La preparación de las células electrocompetentes que transportan el plásmido pKD46 se llevó a cabo de acuerdo a la sección III.10 excepto que los cultivos fueron crecidos a 30ºC y con el agregado de 20 mM de arabinosa (concentración final). La electroporación se realizó con 5 μl del producto de PCR concentrado (20X) y desalado. Previo a la selección, se incubó 4 horas a 37 ºC con agitación en LB conteniendo 1 % (p/v) glucosa. Se seleccionaron colonias CmR o KmR a 37 ºC y luego se repicaron a 42 ºC para evitar la replicación del plásmido (pKD46) que, de esta manera, se pierde. Así se obtuvieron las cepas mutantes conteniendo la deleción deseada y una pequeña “cicatriz” de 75 pb que contiene un único sitio FRT (Figura 11)  
12.2. Construcción de fusiones transcripcionales a lacZY La técnica es similar a la utilizada para la inserción de cassette de antibióticos. La diferencia con el caso anterior se encuentra en el plásmido a partir del cual se amplifica el segmento lineal que va a ser utilizado para transformar las bacterias competentes. El plásmido pJB20 tiene los sitios FRT flanqueando una copia del gen 
lacZ sin su promotor y un cassette de resistencia a cloranfenicol (Beaber, Hochhut, y Waldor 2002). La amplificación con los oligonucleótidos largos genera un producto de aproximadamente 4 kpb.        







                 
 
12.3. Construcción de fusiones FLAG 













Figura 11. Obtención de mutantes polares y no polares en Salmonella. El esquema muestra la estrategia descripta por Datsenko y Wanner para la obtención de mutantes cromosomales (Datsenko y Wanner 2000). A. Se genera por PCR un fragmento de ADN lineal que contiene el gen de resistencia a Cmo Km (gris) utilizando como molde al plásmido pKD3 o pKD4, respectivamente. Los oligonucleótidos utilizados hibridan con regiones idénticas entre estos vectores que flanquean al gen de resistencia y a los sitios FRT (negro). Además, estos cebadores presentan secuencias homólogas a los extremos 5’ o 3’ del gen o región que se quiere delecionar (blanco). B. Se transforma la cepa de Salmonella que transporta el plásmido pKD46 con el fragmento de ADN lineal obtenido. Estas cepas expresan los genes del sistema de recombinación λ Red presentes en el plásmido pKD46. C. Se seleccionan aquellas cepas que han intercambiado el gen a delecionar por el gen de resistencia y se confirma la mutación mediante PCR de colonia. D. Para obtener la mutante no polar se transforma la cepa con el plásmido pCP20 que expresa el gen de la recombinasa FLP. Ésta va a reconocer específicamente los FRT y escindir el cassette de antibiótico flanqueado por estos sitios (Cherepanov y Wackernagel 1995). Para confirmar la mutación no polar se contra seleccionan las colonias sensibles al antibiótico cuya resistencia está codificada en el lugar del gen escindido. 







Las fusiones cromosomales a FLAG se realizaron según la técnica descripta por Uzzau y colaboradores (Uzzau y col. 2001). Utilizando como molde el plásmido pSUB11, se amplificó la secuencia codificante para el epítope FLAG seguida del 
cassette de resistencia a Km. De la misma forma como se describió en la sección 12.1 los oligonucleótidos poseen una región 5’ compuesta por 40 nucleótidos homólogos al sitio donde se pretende insertar el epítope y un extremo 3’ adecuado para amplificar desde el plásmido pSUB11. Con el producto de PCR se transformaron células 7065/pKD46. Los oligonucleótidos se diseñaron de tal manera que el epítope FLAG quede en fase conel marco abierto de lectura a etiquetar, generando una proteína de fusión en el extremo C-terminal.   
III.13. Mutagénesis dirigida mediante la técnica de megaprimer-PCR Este método se utilizó para la construcción de las cepas reporteras plasmídicas a pMC1871 (sección III.9). Este método de mutagénesis requiere dos reacciones de PCR (PCR I y PCR II) para obtener las distintas versiones mutantes. Para estas reacciones se emplearon tres cebadores, dos que son los “flanqueantes” del fragmento a modificar y un cebador interno “mutador” que es el que contiene la mutación que se desea introducir. En la reacción de PCR I (obtención del 
megaprimer), uno de los primers externos y el primer interno se usan para generar el megaprimer. Este megaprimer es purificado en gel de agarosa y utilizado junto al otro primer “flanqueante” en la reacción de PCR II (extensión del megaprimer) para generar el fragmento de ADN completo con la mutación deseada (Kammann y col. 1989). En las tablas presentadas a continuación, se detallan los componentes y programas empleados para realizar las reacciones de PCR I y II (tabla 5). 
Tabla 5. Componentes y programas utilizados para la obtención y extensión del megaprimer 
Componentes PCR I PCR II Buffer comercial 10X 10 µl 10 µl 50 mM MgSO4 2 µl (1 mM) 2 µl (1 mM) 100 mM dNTPs  1,2µl (300µM c/u) 1,2µl (300µM c/u) Oligonucleótido Fw 2 µl (25 pmol) 10 µl megaprimer Oligonucleótido Rv 2 µl (25 pmol) 2 µl (25 pmol) 
Pfx (2,5 U/µl) 0,5 µl 0,5 µl Molde ADN genómico 1 µl 1 µl 







H2O csp. 100 µl 100 µl 
Programa de PCR PCR I PCR II 1. Desnaturalización 4’ a 94°C 4’ a 94°C 2. Desnaturalización 30’’ a 94°C 1’ 30’’ a 94°C 3. Hibridación 30’’ a 55°C 2’ a 55°C 4. Elongación 1’ a 68°C 1’ a 68°C 5. Repetir pasos 2 a 4 30 veces 30 veces 6. Elongación final 5’ a 68°C 10’ a 68°C  
III.14. Transducción generalizada con el bacteriófago P22 
 
14.1. Obtención de lisado en medio semisólido Las mutantes en los diferentes genes de Salmonella descriptas durante esta Tesis, así como los plásmidos utilizados durante el trascurso de la misma fueron movilizados mediante transducción generalizada con el bacteriófago P22 cuando fue necesario. Para ello, se realizó un lisado de la cepa dadora, para lo cual se tomaron 100 µl de un cultivo saturado de esta cepa y se lo incubó con 100 µl de una dilución 10-4 de la suspensión de fagos P22 HT crecidos en la cepa silvestre 14028s. Luego se agregaron 3 ml de medio LB semisólido fundido a 42 oC, se agitó vigorosamente y se distribuyó la mezcla sobre placas de Petri con medio de cultivo LB sólido. Las placas fueron incubadas 5-7 horas a 37 oC hasta observar placas de lisis de aproximadamente 1 mm de diámetro. Para recolectar el lisado se agregó 5 ml de medio LB líquido a cada placa de Petri y, con la ayuda de una espátula de Drigalski, se recogió la mezcla de LB semisólido, bacterias y fagos. A esta mezcla se la trató con 200 µl de cloroformo para completar la lisis celular y se la centrifugó 10 minutos a 8000 rpm. El sobrenadante obtenido, que contiene la suspensión de fagos, se conservó con cloroformo a 4 °C hasta el momento de su uso (Bullas y Ryu 1983). Debido a que la cepa 7065 posee una mutación en el gen galE que le impide sintetizar galactosa, su LPS es distinto al de la cepa silvestre y no es reconocido por el bacteriófago P22 (Bullas y Ryu 1983). Por lo tanto, para obtener lisados P22 HT de mutantes derivadas de 7065 se suplementó el medio LB (líquido o semisólido) con 0,5 % (p/v) glucosa y 0,25 % (p/v) galactosa.  







14.2. Obtención de lisado en medio líquido Alternativamente a la obtención de lisados en medio semisólido, la aplicación de esta técnica en medio líquido también permitió la transferencia por transducción de plásmidos y mutaciones cromosomales entre cepas de Salmonella, pero con un mayor título final de fagos que el obtenido a través de la técnica descripta en el punto 14.1. Para ello se centrifugó 1 ml de cultivo ON (crecido durante toda la noche) de la cepa dadora correspondiente durante 5 minutos a 5.000 rpm y se resuspendió el pellet en 5 ml de medio Nutrient Broth (NB), compuesto por 3 g/l de extracto de carne bovina y 5 g/l de peptona, suplementado con 0,05 ml de Sales E 50 X (10 g/l MgSO4.7H2O; 100 g/l Acido cítrico.H2O; 655 g/l K2HPO4.3H2O; 175 g/l NaNH4HPO4.4H2O y 3 mg/l CHCl3), 0,05 ml de glucosa 20 % (p/v) y 5.107 ufp/ml de fago P22 HT. Tras una incubación de 6 hs a 37 °C sin agitación, se agregaron 200 
μl de cloroformo y se centrifugó durante 10 min a 8.000 rpm. El sobrenadante obtenido, que contiene la suspensión de fagos, se conservó con cloroformo a 4 °C hasta el momento de su uso.   
14.3. Transducción generalizada Una alícuota de 100 µl de un cultivo saturado de la cepa receptora se incubó durante 45 minutos a 37 oC sin agitación con igual volumen de un lisado de P22 HT proveniente de la cepa dadora. Para la transducción del plásmido termosensible pCP20 se incubó la mezcla durante 45 minutos a 30ºC. Se utilizaron como controles mezclas en las cuales se reemplazaron bacterias o fagos por LB estéril, según corresponda. La selección de transductantes se realizó sembrando el volumen de la transducción en placas de Petri con medio LB sólido, suplementado con el antibiótico correspondiente para su selección y 1 mM EGTA para evitar la reinfección de los transductantes por fagos.   
III.15. Ensayos de actividad β-galactosidasa 
Para las medidas de actividad β-galactosidasa de cepas portadoras de distintas fusiones transcripcionales a los genes lacZ, se utilizó una modificación del protocolo propuesto por Miller (Miller 1972). Se determinó la densidad celular de 







los cultivos midiendo la densidad óptica a 600 nm (DO600). Para el ensayo de 
actividad se utilizaron 30 μl del cultivo, los cuales fueron agregados a un tubo de ensayo que contenía 275 μl de solución reguladora Z (16,1 g/l Na2HPO4.7H2O; 5,5 g/l NaH2PO4.H2O; 0,75 g/l KCl; 0,246 g/l MgSO4.7H2O; 0,27 % (v/v) β-
mercaptoetanol), 24 μl de cloroformo y 14 μl de 0,1 % (p/v) SDS. La mezcla se agitó vigorosamente por 10 segundos. La reacción se llevó a cabo a 30 oC y se inició por el 
agregado de 60 μl del reactivo o-nitrofenil-β-D-galactopiranósido (ONPG) 4 mg/ml a cada tubo, se mezclaron los reactivos y se dejó a 30ºC hasta observar coloración amarilla. La reacción colorimétrica se detuvo por el agregado de 150 μl de 1 M Na2CO3. Se registró el tiempo de reacción en minutos y se determinó la absorbancia de las muestras a 405 nm utilizando un lector de microplacas Biotek modelo ELX808. Cada reacción se procesó por duplicado y como blanco de reacción se utilizó un tubo al que se le agregaron 30 µl de LB en lugar de cultivo bacteriano. La actividad enzimática se calculó según la fórmula que se describe a continuación,  
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donde DO4051 y DO4052 corresponden a la absorbancia registrada para cada reacción y su duplicado a la longitud de onda 405 nm; ∆t es el tiempo de reacción en minutos y DO600 la densidad óptica a 600 nm del cultivo líquido.  
III.16. Determinación de la Concentración Inhibitoria Mínima (CIM) Las determinaciones de CIM de las diferentes cepas a analizar se realizaron sembrando 20 µl de una dilución 5 x 10-7 en PBS 1X de un cultivo crecido hasta saturación en placas de LB agar conteniendo concentraciones crecientes de CuSO4. Las placas se incubaron a 37ºC durante 16 horas en condiciones aeróbicas o alternativamente durante 72 horas en condiciones anaeróbicas El ambiente anaeróbico fue generado utilizando el sistema Gaspak en jarra con bolsas AnaeroGen de OXOID e indicadores de anaerobiosis de la misma marca para verificar el consumo total de oxígeno generada. Se consideró como CIM a la concentración de metal en la placa de LB agar en la que no se observó crecimiento de colonias. 








III.17. Halos de inhibición 
17.1. Técnica con espátula de Drigalsky Se sembraron con espátula de Drigalsky en una placa de Petri conteniendo 20 ml LB-agar [1,5 % agar (p/v)], 100 μl de un cultivo saturado, también crecido en LB. Luego, discos de papel Whatman estériles, de 5 mm de diámetro, fueron 
embebidos con 5 μl de soluciones de los metales ensayados (ZnCl2, CoSO4 y CdCl2), de concentraciones conocidas, y colocados sobre la placa. Las placas se incubaron 16 hs a 37 °C.  El grado de sensibilidad de cada cepa a los diferentes metales se determinó en función del diámetro de los halos de inhibición del crecimiento en torno a los discos. Mayor sensibilidad implica mayor diámetro en el halo de inhibición.  
17.2 Técnica con LB-agar 
100 μl de un cultivo saturado se mezclaron con 3 ml de LB-agar [0,7 % agar (p/v)] fundido a 42 °C, el que luego se esparció homogéneamente sobre una placa de Petri con 20 ml LB-agar [1,5 % agar (p/v)]. Una vez solidificado, se colocaron los discos de papel Whatman como se describe en la sección 17.1. 
 
III.18. Curvas de crecimiento Las curvas de crecimiento se realizaron en medio rico LB MES 100 mM ajustado a pH 7,0 en un equipo Biotek modelo Synergy con agitación constante a       37 °C determinando la DO de los cultivos ensayados. Los ensayos se realizaron en microplacas de 96 pocillos estériles en un volumen final de 100 μl conteniendo una dilución 1/100 de un cultivo saturado de la cepa a ensayar y distintas concentraciones finales de CuSO4, ZnCl2, citrato férrico, 2,2-dipiridilo (quelante de hierro) o H2O2 según se indica. Se registraron los valores de DO cada una hora durante 12-16 horas.  
III. 19. Técnicas moleculares de interacción ADN/proteína 








19.1. Fosforilación de oligonucleótidos  La reacción de fosforilación de los oligonucleótidos se llevó a cabo en un 
volumen de 15 μl, conteniendo solución de fosforilación comercial suplementada 
con 45 μCi de [γ-32P] ATP (3000 mCi/μmol, 10 μCi/μl, New England Nuclear), 15 pmoles del oligonucleótido, y 10 U de T4 polinucleótido quinasa (Promega). Se incubó 30 minutos a 37 ºC, y luego se detuvo la reacción por inactivación de la enzima, calentando la mezcla a 65 ºC durante 10 minutos. Se separaron 3 µl del oligonucleótido marcado para las reacciones de secuenciación y el resto se utilizó para amplificar mediante PCR los fragmentos utilizados como sondas: promotores de cueP y de scsABCD, silvestres o mutantes según se indique.  
19.2. Cuantificación de ADN marcado radiactivamente Para cuantificar los fragmentos de ADN utilizados en los ensayos de retardo de la movilidad electroforética, la secuencia promotora en estudio fue amplificada con un oligonucleótido marcado radiactivamente y uno no marcado. A su vez, se realizó la misma reacción de PCR no radiactiva. Este fragmento no radiactivo (de ahora en adelante, sonda fría) fue cuantificado midiendo absorbancia a 260 nm, teniendo en cuenta la relación: 1 UAbs260 = 50 μg/ml. Luego, se sembraron en un gel de agarosa cantidades conocidas de la sonda fría cuantificada y distintos volúmenes del fragmento marcado (de ahora en adelante, sonda marcada). A partir de estos geles se estimó la concentración de la sonda marcada.  
19.3. Ensayos de retardo de la movilidad electroforética en geles de 
poliacrilamida La interacción de las proteínas CueR, CpxR y ARN Polimerasa con la región promotora de cueP fue analizada mediante la técnica de retardo de la movilidad electroforética de Lane y colaboradores (Lane, Prentki, y Chandler 1992). Esta técnica también se utilizó para analizar la interacción de CpxR con el promotor del locus scs. 







El fragmento de ADN correspondiente a la región promotora fue amplificado por PCR utilizando los oligonucleótidos Prom cueP Long y cueP prext Rv para amplificar el promotor silvestre de cueP (utilizando como molde ADN silvestre) y Prom cueP Long y P1 Rv para amplificar el promotor “constitutivo” de cueP (utilizando ADN de la cepa cueP::lacZ-CmR constitutivo-PB10009-). El fragmento de ADN correspondiente al promotor de los genes scsABCDfue amplificado por PCR utilizando los cebadores PscsA-Fw-(XmaI) y PscsA-Rv-(XmaI). Previamente se fosforiló el extremo 5´ de uno de los oligonucleótidos con 32P por medio de la oligonucleótido quinasa T4 (Invitrogen), como se describe en el punto 19.1. Aproximadamente 6 fmoles (15 ng) de las sondas marcadas PcueP, PcueP CueR-independiente fueron incubados por 20 minutos a temperatura ambiente con diferentes cantidades de CueR, CueRC120S, CpxR purificadas y/o ARN Polimerasa (Epicentre), según corresponda. Para la sonda Pscsse procedió de la misma manera, pero la incubación fue con CpxR purificada. Estas mezclas de reacción se realizaron en un volumen final de 20 µl, conteniendo además buffer comercial React3 (Invitrogen) 1X, 5 mM DTT, 10 % glicerol, 2,5 µg/ml ADN de esperma de salmón (Sigma), 25 µg/ml de albúmina sérica bovina (BSA) y 20 mM de acetilfosfato (ACP, Sigma), utilizado para fosforilar al regulador CpxR (durante 60 minutos a 30ºC previo al agregado de la sonda).  Para el tratamiento con cianuro de potasio (KCN), CueR fue incubada con este quelante de cobre a una concentración final de 100 o 300 μM la mezcla de unión. El competidor heparina y los nucleótidos trifosfato (NTPs) se usaron a las concentraciones finales de 200 μg/ml y 250 μM, respectivamente (Boulanger y col.2015). Luego se agregó solución de siembra (0,25 % (p/v) azul de bromofenol, 0,25 % (p/v) xilencianol, 30 % (v/v) glicerol) en una proporción 20:1 v/v de muestra:solución y se sembró en geles no desnaturalizantes. Se utilizó un gel en gradiente de sacarosa entre 3-8% (p/v) de acrilamida:bisacrilamida 29:1 para resolver los complejos sobre el promotor de cueP. Para la sonda Pscs, se utilizaron geles al 7% (p/v) de acrilamida:bisacrilamida 29:1. Los geles en gradiente se prepararon utilizando vasos comunicantes en los que se colocaron soluciones al 3% y 8% de acrilamida:bisacrilamida. Para generar el gradiente, la solución de 







acrilamida al 8% contiene 10% de sacarosa. Para la preparación de los geles y como solución de corrida se utilizó 25 mM Tris-HCl, 190 mM glicina pH 8,3 y 1 mM EDTA. Las corridas electroforéticas se llevaron a cabo a una intensidad de corriente de 10 mA por gel. Los geles fueron secados a 80 ºC durante 60 minutos en un desecador de geles con bomba de vacío (SGD 2000 SAVANT). Los experimentos llevados a cabo con el promotor de cueP fueron luego incubados 24 horas en un cartucho específico con una pantalla que capta las emisiones de fósforo que posteriormente fue escaneada en el analizador Typhoon FLA 7000 (GE Healthcare Life Sciences). Para los ensayos con la región promotora del locus scs, luego del secado fueron incubados con una placa radiográfica de alta sensibilidad (Kodak) durante 24 horas a -80°C en un cartucho específico y posteriormente se realizó el revelado de las placas radiográficas usando soluciones reveladoras y fijadoras comerciales (Kodak). 
 
19.4. Ensayos de protección a la digestión por ADNasa I o ADN 
“footprinting” La técnica de ADN “footprinting” con ADNasa I está basada en la protección que brindan las proteínas de unión al ADN contra la digestión por la ADNasa I (Galas y Schmitz 1978). Esta enzima interacciona con el ADN doble hebra, principalmente a través de contactos con el surco menor, e introduce un corte en el esqueleto azúcar-fosfato de una de las hebras. Se realizaron reacciones de unión como se detalla en el punto 19.3 utilizando CpxR y 6 fmoles de las sondas marcadas Pscsy Pscs box∆, según se indica. Luego de 30 minutos de incubación a 37 ºC, se adicionaron 60 μl de H2O destilada, 10 μl de solución 10 X de ADNasa I compuesta por 400 mM Tris-HCl pH 8,0, 100 mM MgSO4 y 10 mM CaCl2.y 1 U de ADNasa I (RQ1 DNAse, Promega), y se incubó a 25ºC durante 90 segundos. La reacción se detuvo por el agregado de 90 μl de solución de corte conteniendo 20 mM EDTA pH 8,0 y 200 μl de fenol-cloroformo en una proporción 1:1 en volumen. Se centrifugó a 8000 rpm durante 5 minutos, se separó la fase acuosa, y se precipitó con 200 μl de isopropanol y 22 μl de acetato de amonio 3 M. Se incubó a –20 ºC durante 16 horas minutos, se centrifugó a 13000 rpm durante 15 







minutos, se lavó con 70 % (v/v) etanol, y se secó a 37 ºC. El precipitado se resuspendió en 7 μl de solución de siembra desnaturalizante (10 mM NaOH, 95 % formamida, 0,05 % azul de bromofenol y 0,05 % de xilencianol) y se sembró en un gel de secuenciación como se describe en el punto siguiente.  
19.5 Secuenciación del ADN La secuenciación de ADN se realizó utilizando el equipo comercial fmol (Promega). Este utiliza una modificación del método enzimático (Sanger y col., 1977), en el que la enzima Taq polimerasa sintetiza una hebra complementaria del ADN que se desea secuenciar a partir del oligonucleótido marcado. El método se basa en la capacidad de la ADN polimerasa de incorporar 2’,3’-didesoxinucleótidos trifosfato, los cuales, al carecer de hidroxilo 3’, impiden que continúe la síntesis. Por lo tanto se realizan cuatro reacciones, cada una en presencia de los cuatro desoxinucleótidos trifosfato y de un didesoxinucleótido trifosfato. Al finalizar la reacción, cada tubo contiene una población de cadenas extendidas, todas con el mismo extremo 5’ determinado por el cebador, y con extremos 3’ variables, que terminan en un didesoxinucleótido específico. Se utilizó como molde 0,05 pmoles del fragmento de ADN a secuenciar y 1.5 pmoles del oligonucleótido marcado con 32P como oligonucleótido y, se siguieron las instrucciones del fabricante del kit de secuenciación (Promega). Al finalizar, las reacciones se mezclaron con solución de siembra desnaturalizante de composición final: 32 % (v/v) formamida, 3 mM NaOH, 0,025 % (p/v) azul de bromofenol y 0,025 % (p/v) xilencianol. La electroforesis se realizó en geles de poliacrilamida de concentración final 6 % (p/v) (acrilamida:bisacrilamida 29:1), en presencia de 6 M urea. Antes de la siembra, las muestras fueron calentadas a 70 ºC durante 3 minutos. Se utilizó TBE 1X como solución de electroforesis. La corrida electroforética se llevó a cabo a una potencia constante de 60 vatios durante dos horas, para luego ser incubados con una placa radiográfica de alta sensibilidad (Kodak) durante 48 horas a -80°C en un cartucho específico. Posteriormente se realizó el revelado de las placas radiográficas usando soluciones reveladoras y fijadoras comerciales (Kodak). 








III.20. Expresión y purificación de CpxR, de CueR nativa y de CueR mutante 
(CueRC120S) 
 
20.1. Purificación de CueR y de CueRC120S Las cepas de E. coli XL1-blue pCueR (PB4853) o CueRC120S (PB10014) fueron crecidas en LB suplementado con ampicilina, con agitación constante a 37 ºC hasta saturación del cultivo. Luego se diluyó 1/50 en 300 ml de medio fresco y se incubó a 30 ºC hasta DO600 de 0,6, momento en que se adicionó IPTG hasta una concentración final de 0,5 mM y CuSO4 a una concentración final de 1 mM. Las células se cosecharon por centrifugación a 5.000 g a 4 ºC durante 10 minutos. Luego se resuspendieron en 10 ml de solución de sonicación (50 mM Tris pH 8,0, 2 mM EDTA, y 5 mM DTT), y se sometieron a 3 pulsos de 30 segundos cada uno al 35 % de amplitud empleando un procesador ultrasónico modelo GEX 600 (Sonics y Materials). El procedimiento se llevó a cabo a 4 ºC. Las suspensiones obtenidas se centrifugaron durante 20 minutos a 20.000 g y luego se realizó un corte con sulfato de amonio 45 %, conservando la fracción insoluble que fue colectada por centrifugación a 20.000 rpm durante 30 minutos. Se resuspendió el pellet obtenido en la solución de sonicación y se desaló mediante una columna de Sephadex G50 (HiTrapTM Desalting, Amersham Pharmacia Biotech) empleando para la corrida la misma solución. Posteriormente, se sembró en una columna de heparina (HiTrapTM Heparin HP 5 ml, Amersham Biosciences) previamente equilibrada con la solución de composición: 20 mM Tris-HCl pH 8,0 y 5 mM DTT. La elución se realizó con la misma solución empleada para equilibrar la columna con un gradiente creciente de NaCl (0-1 M). La fracción de interés, colectada entre 0,8-0,85 M NaCl, se sembró en una columna de exclusión molecular Superdex 75 10/300 GL (Amersham Biosciences). La corrida se realizó con una solución compuesta por 50 mM Tris-HCl pH 8,0, 250 mM NaCl, y 5 mM DTT. En todos los casos las corridas cromatográficas fueron realizadas en el equipo ÄKTA purifier (Amersham Pharmacia Biotech). Las fracciones colectadas de la columna que contenían a CueR y a CueRC120S se 







identificaron por análisis en geles de poliacrilamida teñidos con azul de Coomasie. Se adicionó un equivalente de CuSO4 por monómero de CueR purificada. 
 
20.2. Purificación de CpxR Las cepa de E. coli M15 pRep4 pQE32::CpxR-6xHis (PB9721) fue crecida en LB suplementado con Amp y Km, con agitación constante a 37 ºC hasta saturación del cultivo. Luego se realizó una dilución 1/100 del cultivo en 300 ml de medio fresco. Se incubó a 37 ºC hasta alcanzar una DO600 de 0,6, momento en que se adicionó ITPG hasta una concentración final de 50 μM. El cultivo se cosechó por centrifugación a 6500 rpm a 4 ºC durante 10 minutos. Luego se resuspendió en 15 ml de solución de sonicación (20 mM Tris pH 7,4; 0,5 M NaCl y 5 mM imidazol), y se sometieó a 10 pulsos de sonicación de 10 segundos cada uno al 15 % de amplitud empleando un procesador ultrasónico modelo GEX 600 (Sonics y Materials). El procedimiento se llevó a cabo a 4 ºC. La suspensión obtenida se centrifugó durante 20 minutos a 20000 rpm. La fracción soluble se sembró en una columna de Ni-NTA (HisTrapTM 5 ml, Amersham Biosciences) previamente equilibrada con la solución de sonicación: 20 mM Tris-HCl  pH 7,4; 0,5 M NaCl y 5 mM imidizol. Luego de la unión de la proteína se realizó un lavado de la columna con solución de lavado (20 mM Tris-HCl pH 7,4; 0,5 M NaCl y 40 mM imidazol). Finalmente, se eluyó la proteína con solución de elución (20 mM Tris-HCl pH 7,4; 0,5 M NaCl y 100 mM imidazol). Se seleccionaron las fracciones de interés mediante análisis en geles de poliacrilamida teñidos con azul de Coomasie y se procedió al desalado de las fracciones deseadas mediante una columna de Sephadex G50 (HiTrapTM Desalting, Amersham Pharmacia Biotech) previamente equilibrada con buffer de desalado (20 mM Tris-HCl  pH 7,4; 50 mM NaCl).  Todas las corridas cromatográficas fueron realizadas en el equipo ÄKTA purifier (Amersham Pharmacia Biotech).   
III.21. Determinación de la concentración de proteínas La concentración de las proteínas purificadas según los procedimientos descriptos anteriormente fue determinada midiendo absorbancia a 280 nm en un 







espectrofotómetro modelo Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech). La fórmula utilizada para el cálculo de la concentración fue la siguiente: Concentración = Abs280nm/paso óptico de la cubeta x coeficiente de                                          extinción molar (ε) El coeficiente de extinción molar de una proteína (ε) está relacionado con la composición aminoacídica de la misma, particularmente con la cantidad de residuos de cisteína (C), triptófano (W) y tirosina (Y). Los coeficientes de extinción molar para CueR y CpxR fueron calculados según la siguiente fórmula: 
ε (M-1 cm-1) = nW x 5500 + nY x 1490 + nC x 125 Donde “n” es el número de cada residuo W, Y y C, y los valores establecidos para las absortividades molares a 280 nm de triptófano, tirosina y cisteína, respectivamente (Gill y von Hippel, 1989).  
III.22. Electroforesis de proteínas Los lisados celulares de las distintas cepas de Salmonella crecidas en presencia o ausencia de metales, así como las fracciones eluídas durante la purificación de CueR o CpxR nativas y de CueR mutante, se analizaron mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida. Antes de la siembra, las muestras se calentaron 3 minutos a 100 ºC en solución de siembra de proteínas, compuesta por 120 mM Tris-HCl pH 6,8, 0,5 % (v/v) β-mercaptoetanol, 2 % (v/v) glicerol, 2 % (p/v) SDS y 0,002 % (p/v) azul de bromofenol. Las corridas electroforéticas se realizaron en una solución reguladora 25 mM Tris base, 192 mM glicina pH 8,3 y 0,1 % (p/v) SDS, a una intensidad de corriente constante de 18 mA. La concentración de acrilamida utilizada en los geles de separación fue de 18 % (p/v) de una solución de acrilamida/bisacrilamida preparada en una relación 30:0,8. Luego de la corrida, los geles se tiñeron en una solución de 0,25 % (p/v) azul brillante de Coomasie R 250, 30 % (v/v isopropanol y 10 % (v/v) ácido acético durante 2 horas, y se destiñeron en una solución de 25 % (v/v) etanol y 10 % (v/v) ácido acético durante 1 hora.  







III.23. Transferencia e inmunodetección de proteínas en membrana de 
nitrocelulosa (Western blot) La detección de la expresión de CueP3xFLAG, PcopACueP3xFLAG, ∆cpxR PcopACueP y GroEL (control de carga) a partir de extractos celulares de Salmonella separados por electroforesis en geles de poliacrilamida como se describe en el punto 21 fueron electro-transferidos a membranas de nitrocelulosa (General Electric Healthcare) en una cuba de transferencia semi-seca (Trans-blot SD, Bio-Rad). La transferencia se llevó a cabo con una solución conteniendo 25 mM Tris, 192 mM glicina pH 8,3 y 10 % (v/v) metanol, durante 30 minutos con una intensidad constante de 300 mA. Una vez terminada la transferencia, la membrana fue bloqueada con una solución de TBS (20 mM Tris-HCl pH 7,6, 137 mM NaCl) conteniendo 5 % (p/v) de leche en polvo descremada, durante 60 minutos con agitación. Luego se incubó la membrana con una dilución 1/500 de anticuerpos policlonales de conejo anti-GroEL o con una dilución 1/250 de anticuerpos monoclonales anti-FLAG (Sigma). Una vez finalizada la incubación, se realizaron 3 lavados de 10 minutos con TBS. Posteriormente, la membrana se incubó durante una hora con anticuerpo secundario anti-conejo (cuando se utilizó como anticuerpo primario el anticuerpo policlonal anti-GroEL) o anti-ratón (en el caso de utilizar como anticuerpo primario el anticuerpo anti-FLAG) conjugada a fosfatasa alcalina, diluido 1/3000 en la misma solución TBS. Para el revelado, se realizó un lavado de 10 minutos con TBS y un lavado con una solución conteniendo 100 mM Tris-HCl pH 9,0, 100 mM NaCl y 5 mM MgCl2. Luego, se colocó la membrana en una solución de la misma composición a la cual se le agregó 0,15 mg/ml BCIP y 0,3 mg/ml NBT disuelto en 70 % N-N-dimetilformamida y se incubó en oscuridad a temperatura ambiente hasta desarrollo de color.  
 
 RESULTADOS Y DISCUSIÓN

















determina, junto con CueR, los niveles proteicos de CueP, los cuales están incrementados a pH neutro (pH 7) y en presencia de cobre (Tesis Pezza, 2016). En mi trabajo de Tesis de Doctorado, nos planteamos dilucidar el rol fisiológico de esta regulación coordinada de cueP por parte de CueR y de CpxR/CpxA. Asimismo, nos propusimos profundizar en el estudio de los mecanismos regulatorios de la expresión de cueP, analizando aspectos mecanísticos del proceso de inicio de la transcripción.  
IV.1. La expresión de cueP depende tanto del regulador de respuesta 



















































































Figura 12. La expresión transcripcional de cueP inducida por Cu depende de la activación de CpxR 
por parte de CpxA. (A) Medidas de actividad β-Galactosidasa, Unidades Millers (U. M.), de la fusión transcripcional reportera PcueP::lacZ (PcueP) en un entorno silvestre como en la cepas mutantesΔcpxR, 









 Colectivamente, todas estas observaciones demuestran que la transcripción de cueP depende de la activación simultánea del sistema de dos componentes CpxR/CpxAy de CueR. Esto es, la expresión de cueP requiere tanto de la presencia del ión metálico en el citoplasma, que es detectado por CueR, como así también del estrés de envoltura causado por el exceso de cobre, el cual es monitoreado por el sistema CpxR/CpxA. Conociendo esto, nos preguntamos cuál es el rol fisiológico de esta co-regulación que restringe la expresión de CueP a bacterias que experimentan un exceso de cobre que genera estrés en sus envolturas celulares.  
IV.2. Rol fisiológico de la regulación coordinada de cueP 
 
2.1. La regulación coordinada de cueP es requerida para su rol en la 








en condiciones de anaerobiosis (100 μM) (Figura 13). Esto sugiere que otros factores que están bajo el control de CpxR estarían involucrados en la resistencia al cobre de Salmonella Typhimurium, además de CueP. Esto es similar a lo previamente reportado En E. coli, donde una mutante ΔcpxRA presenta una mayor sensibilidad a cobre respecto a la cepa silvestre en condiciones de aerobiosis (Yamamoto y Ishihama 2006). Todo esto indica que, tanto en E. coli como en Salmonella Typhimurium, el regulón Cpx juega un rol primordial en la tolerancia a cobre.        
 
2.2. La co-regulación de la expresión de CueP garantiza el crecimiento 
óptimo de SalmonellaTyphimurim en aerobiosis y en condiciones de estrés 
oxidativo Como ya hemos mencionado anteriormente, cueP forma parte de los regulones Cue y Cpx y codifica para una proteína que le brinda a Salmonella resistencia a Cu (Pontel y Soncini 2009). CueR promueve la transcripción de cueP en presencia del ion metálico en el citoplasma. Es probable que las señales detectadas en ambos compartimentos, en el citoplasma y en la envoltura bacteriana, por CueR y por CpxR/CpxA, respectivamente, se integren para garantizar el suministro de CueP al periplasma sólo en presencia del estrés por el metal en este compartimento. 
Figura 13. La regulación coordinada de cueP es requerida para su rol en la resistencia a cobre en 
anaerobios. Determinación de la concentración inhibitoria mínima (CIM) de Cu en anaerobiosis. Se muestran imágenes representativas de colonias de las cepas silvestre y mutantes ΔcueP, cpxR-box*, PcopA y 
















            
 A diferencia de lo que ocurre desde el promotor de copA, la expresión de CueP desde su promotor nativo se induce por Cu a partir de las tres horas de exposición al metal, alcanzando un máximo entre las cinco y doce horas, es decir, durante la fase exponencial tardía y estacionaria de la curva de crecimiento. En esas fases de crecimiento se observa una diferencia marcada entre la ausencia y presencia de cobre exógeno (Fig. 14). Partiendo de que CueP es importante para la resistencia a cobre bajo anaerobiosis pero dispensable en presencia de oxígeno (Pontel y Soncini 2009) y que su expresión es más baja en fase de crecimiento exponencial temprana 
Figura 14. Detección y cuantificación de la expresión de la proteína CueP controlada por el promotor 








(Fig. 14), se examinó si su expresión desregulada podría afectar el crecimiento en diferentes condiciones ambientales. Analizamos y comparamos el crecimiento de la cepa que expresa cueP bajo su promotor nativo (silvestre) con el de la cepa que expresa cueP bajo control del promotor de copA (PcopA) en condiciones de microaerobiosis; en aerobiosis y bajo estrés oxidativo, como por ejemplo el agregado de H2O2 exógeno. Estos experimentos se hicieron en presencia de una concentración subletal de 1 mM CuSO4 para inducir la expresión de cueP bajo el promotor de copA. Analizamos también la curva de crecimiento en aerobiosis y en presencia de H2O2 de una cepa transformada con un plásmido que expresa niveles elevados de CueP, mayores aún que los producidos por la cepa PcopA. A su vez, durante el crecimiento en microaerobiosis y en presencia de 2,5 mM de H2O2, también evaluamos el crecimiento en ausencia de cobre exógeno. En un ambiente microaerofílico, esto es, condiciones de crecimiento estático, en medio rico LB (sin y con 1 mM CuSO4), no se detectaron diferencias en el crecimiento entre las cepas silvestre y PcopA (Figura 15), por lo que la falta de control de cueP por parte de CpxR no afecta el crecimiento cuando el oxígeno es limitado. Respecto a la ausencia total de oxígeno, se intentó comparar el crecimiento de la cepa silvestre y de la cepa PcopA, mediante el seguimiento de la densidad óptica de cultivos líquidos en función del tiempo haciendo uso de una cabina de anaerobiosis, pero los valores obtenidos de manera manual no nos permitieron realizar una curva de crecimiento; se alcanzó una DO600 nm de 0,6 a las 4 horas de iniciado el cultivo, y esta DO se mantuvo estable y no varió durante los siguientestresdías. Sin embargo, evaluamos el efecto de la cepa que expresa a CueP de manera independiente de CpxR (PcopA) en la resistencia a cobre en anaerobiosis en medio sólido (Figura 13). Como era de esperar debido al papel ya demostrado de CueP en la tolerancia al metal, la cepa PcopA mostró una resistencia a cobre 
ligeramente mayor que la cepa silvestreen estas condiciones (CIM de 450 μM versus 








         
























Figura 15. La desregulación de la expresión de cueP respecto a CpxR no afecta el crecimiento en 



















































































Figura 16. La coregulación de la expresión de CueP garantiza el crecimiento óptimo de Salmonella 



































Figura 17. El cobre restablece el balance que se pierde al estar CueP expresada de manera 








Nuestros resultados indican que es necesario un control transcripcional estricto de cueP tanto para permitir su expresión bajo estrés por cobre en la envoltura celular como así también para evitar su presencia en situaciones donde no se la requiere. Por lo que la desregulación de cueP direccionada a una incrementada presencia de CueP en todo momento del crecimiento de la bacteria, sobre todo en fases tempranas, no es favorable para el fitness de la bacteria, definido como la capacidad bacteriana de sobrevivir y replicarse, principalmente durante el crecimiento bajo estrés oxidativo. Así, toma relevancia el control estricto de la expresión de CueP que se logra gracias a la acción coordinada de dos reguladores, CueR y CpxR/CpxA que detectan diferentes estímulos en compartimentos distintos.  
 
IV.3. Regulación del inicio de la transcripción de cueP 
 
3.1. La interacción productiva de la ARN Polimerasa con el promotor de 
cueP requiere tanto de CpxR fosforilado como de CueR activado por cobre Se corroboró que ambos reguladores son necesarios para la interacción de la ARN polimerasa (ARNP) con el promotor de cueP mediante ensayos de protección frente a la ADNasa I, ya que cuando se incubó únicamente la ARNP con la región promotora de cueP no se observó ninguna protección contra la digestión con ADNasa I, y la adición de la ARNP con CueR-Cu o CpxR fosforilado (CpxR~P) no extendió la región protegida ya generada por ellos mismos. Sólo la incubación simultánea de los tres factores produjo una extensión de la región protegida hacia el sitio de inicio de la transcripción (Tesis Pezza, 2016). Los reguladores de tipo MerR actúan como homodímeros, interaccionando 
conoperadores en regiones promotoras blanco de la subunidad σ70 de la ARNP en bacterias Gram negativas (Newberry y Brennan 2004). Pueden ejercer una función dual, actuando como activadores o represores, mientraspermanecen unidos al mismo sitio del ADN (Outten y col. 1999; Brown y col. 2003). En ausencia del inductor, el regulador (apo-MerR) permaneceunido a la región promotora secuestrando la ARNP en un complejo cerrado. Como la unión del dímero de MerR 








interacciona productivamente con el elemento –10, impidiéndose así el inicio de la transcripción (Ansari y col. 1992; Heldwein y Brennan 2001). La unión del efector provocaría un cambio conformacional en el regulador, que resulta enla relajación y el desenrollamiento del ADN en la secuencia operadora. La consecuencia de esto sería el reacomodamiento en las cajas –10 y –35 que quedan en una orientación adecuada para ser reconocidas por la ARN polimerasa, formándose el complejo abierto, permitiendo así el inicio de la transcripción (Heldwein y Brennan 2001). Por su parte, el otro regulador en estudio, CpxR~P es capaz de activar la transcripción tanto de promotores reconocidos por las subunidades σ70 (ppiA, dsbA) y σE (degP) de la holoenzima ARNP (Pogliano y col. 1997), posiblemente interaccionando con el dominio C-terminal de la subunidad α (α-CTD) o con un 
dominio de la subunidad σ70 una vez unido a un sitio específico en el ADN blanco (Pogliano y col. 1997; Brooks y Buchanan 2008). Nuestros ensayos in vitro nos permiten concluir que tanto CueR-Cu como CpxR~P son necesarios para la interacción productiva de la ARNP con la región promotora de cueP.  
 
   





Región protegida por CpxR
Región protegida por CueR
- 35 - 10 + 1
Figura 18. Sitios de unión de CueR y CpxR en la región promotora de cueP, determinados por ensayos 








Se utilizó cianuro de potasio (KCN) para eliminar el cobre unido a CueR-Cu (Changela y col. 2003), y de esta manera dilucidar si es requerida la forma holo de CueR (CueR-Cu) para, conjuntamente con CpxR~P, promover la formación de complejos transcripcionalmente activos para modular la expresión de cueP. Asimismo, se empleó la proteína mutante CueRC120S, construida en nuestro laboratorio, incapaz de unir cationes monovalentes (Ibáñez y col. 2015). Estos dos abordajes nos permitieron analizar cómo el metaloregulador CueR, en sus dos estados apo- y holo-CueR, afecta junto con CpxR~P la transcripción de cueP. Además, los experimentos se realizaron en ausencia y en presencia de una mezcla de nucleótidos trisfosfato (NTPs), de manera de evaluar la formación de complejos de iniciación y así estudiar otro punto clave de la regulación transcripcional. Al suministrar NTPs a los complejos formados entre la ARNP, CueR (en sus dos formas, -apo y -holo) y CpxR (en sus dos estados, fosforilada y no fosforilada) sobre el promotor de cueP, analizamos la competencia de los complejos formados a transitar o no a especies productivas para iniciar la transcripción.  También se utilizó el competidor polianiónico heparina, de manera tal de evaluar la naturaleza de las especies observadas. Los complejos cerrados son inestables y se disocian cuando se los incuba con heparina; en cambio, los complejos en su forma activa (abiertos) son estables al tratamiento con este competidor (Ross y Gourse 2009; Boulanger y col. 2015).  
3.2. La formación de complejos estables y productivos requiere de la 

























       
 Como se observa al comparar entre las calles 7 y 8, 9 y 10 de la Figura 19 A, CueR activado por cobre (CueR-Cu) es requerido para la interacción productiva de la ARN polimerasa con PcueP, ya que la presencia de cianuro de potasio (KCN) disminuyó la formación de los complejos abiertos (comparar las calles 7 y 8 de la figura 19 A) y de iniciación (comparar las calles 9 y 10 de la figura 19 A) mientras que no afectó la interacción de CueR o CpxR al fragmento de ADN (Figura 19 D). Asimismo, al utilizar la proteína mutante, CueRC120S, que no une Cu (Ibáñez y col. 2015), se produjo un retardo de la sonda similar al del regulador CueR de tipo silvestre. Sin embargo fue incapaz de generar los complejos abierto o de iniciación (Figura 19 B, calles 8 y 10). Los resultados anteriores sugieren fuertemente que CpxR~P es necesario para la formación de complejos estables activos transcripcionalmente con la ARNP, mientras que CueR-Cu, como un típico regulador 
D 
Figura 19. La interacción productiva de la ARNP con el promotor de cueP requiere de CpxR~P y del 
regulador CueR en su forma activada por Cu (CueR-Cu). (A-D) Análisis de retardo de la movilidad electroforética llevado a cabo utilizando 6 fmol del fragmento amplificado por PCR de la región promotora de cueP silvestre marcado en el extremo 3´ con 32P con el agregado de 0,5 μM de CueR-Cu purificada (pre-tratada con KCN o no, según se indique) o 0,5 μM CueRC120S, 1μM de CpxR~P (pre-incubada con acetil fosfato), 0,2 μM de ARNP y con 250 μM de una mezcla de NTPs (GTP, ATP y UTP), según se indica. (A y B) ADN representa el fragmento de PCR sin retardo, 1 y 2 son los fragmentos retardados por CueR-Cu o CueRC120S y por CpxR~P, respectivamente. 3 muestra los complejos de baja intensidad más retardados que 1 y 2. La flecha negra indica los super-retardos (complejos abiertos) de mayor intensidad, observados por la presencia de CpxR~P, CueR-Cuy la ARNP. La estrella indica los complejos de iniciación, observados únicamente por la interacción CpxR~P/CueR-Cu/ARNP y los NTPs. (C) Los complejos CueR-Cu/CpxR~P/ ARNP con el promotor de cueP son resistentes al tratamiento con el competidor heparina. El complejo abierto formado por los tres factores sobre el promotor de cueP fue enfrentado a una concentración final de 








de tipo MerR, facilita la orientación apropiada de los elementos -35 y -10. En un promotor dependiente de CueR, estos elementos se separan por 19 pb, una distancia mayor que la de 17 ± 1 pb presente en un promotor σ70 típico. La distorsión del ADN por CueR activado porcobre es necesaria para el reconocimiento del promotor por parte de la ARN polimerasa (Philips y col. 2015). En el promotor de cueP, la distorsión del ADN puede ser necesaria pero no suficiente para su transcripción.   
3.3. Las interacciones activas y productivas de la ARNP con el promotor 

















      
 La deleción de 2 pb entre las cajas -35 y -10 genera un promotor con un distanciamiento óptimo de 17 pb (Figura 20 A) que no requiere de CueR para su transcripción. De hecho, la expresión de cueP desde este promotor mutado es máxima e independiente de CueR. Sin embargo, este promotor requiere de la activación por CpxR (Tesis Pezza, 2016). Mediante análisis de retardo de la movilidad electroforética usando como sonda de ADN la región del promotor independiente de CueR observamos que los complejos activos que transitan a complejos de iniciación requieren únicamente de la interacción ARNP y CpxR~P sobre este promotor (última calle Figura 20 B), demostrando que CpxR~P es esencial para el reclutamiento de la RNAP sobre el promotor de cueP para iniciar su transcripción.  De los resultados de estas dos últimas secciones podemos postular que la activación de la vía de señalización Cpx causada por un estrés de la envoltura, promueve el reclutamiento de la ARNP en la región promotora de cueP. Sin embargo, estos complejos cerrados sobre el promotor de cueP no transitan a complejos abiertos y de iniciación debido a la conformación espacial desfavorable de los 
Figura 20. CueR facilita la orientación espacial de los elementos del promotor de cueP, condición 









elementos del promotor -10 y -35. La activación de CueR por presencia de Cu en el citoplasma, re orienta estos elementos pero la transcripción no se inicia debido a que la ARNP no es reclutada por este activador transcripcional tipo MerR. Únicamente la activación simultánea de CpxR y CueR promueve la interacción productiva de la ARNP con el promotor de cueP, permitiendo la formación de complejos activos y de inicio de la transcripción. Esto puede explicarse por la naturaleza (o identidad) de CueR, metaloregulador de la familia MerR que responde a cobre. Como se ha mencionado en la Introducción, CueR regula tanto a cueO como a copA, cuyos productos ayudan a eliminar el cobre de la célula bacteriana. Recientemente, se ha demostrado que la ARNP puede formar dos tipos de complejos sobre el promotor subóptimo de copA: un complejo cerrado “sin salida”y un complejo abierto (Martell y col. 2015), constituyendo una vía mecanística ramificada para la iniciación de la transcripción, a diferencia de la prevalente vía lineal para las interacciones de la ARNP con los promotores óptimos. Capitalizando esta vía ramificada, en la forma apo-CueR (represor) se refuerza el dominio del complejo cerrado “sin salida” para reprimir la transcripción. En cambio, en su estado holo-CueR (activador), las interacciones se desplazan a la formación del complejo abierto para promover la transcripción. Así, un promotor regulado por CueR, activador transcripcional que trabaja por mecanismos conformacionales y no por reclutamiento de la ARNP, sólo requiere al metaloregulador ya que sus cajas -35 y -10 no presentan la separación óptima. Si se anula esta distancia subóptima, la transcripción de los genes regulados únicamente por CueR sería activa sin necesidad de que participe este regulador. En la Figura 20 se demuestra que CueR no es esencial para el reclutamiento de la ARNP sobre el promotor óptimo de cueP. Sobre este promotor sólo se requiere la presencia de CpxR para la interacción completa yproductiva de la ARNP (Fig. 20) que promueve el inicio de la transcripción de cueP.  



















Figura 21. CpxR~P es requerido para la formación de complejos activos que promueven el inicio de la 








3.5. La fosforilación de CpxR controla la formación de complejos 
abiertos activos transcripcionalmente Las señales que activan a los sistemas de dos componentes promueven la fosforilación de los reguladores de respuesta (RR) y es este estado fosforilado el que generalmente lleva a cabo las funciones específicas como la unión al ADN y el control transcripcional (Mitrophanov y Groisman 2008). En general, el estado fosforilado del RR presenta mayor afinidad a sus genes blanco que la forma no fosforilada. Muchos RR caracterizados, como los de la subfamilia OmpR/PhoB a la cual pertenece CpxR, exhibieron cambios después de la fosforilación, entre ellos la oligomerización (Fiedler y Weiss 1995; Leoni y col. 2003; Lejona y col. 2004). La fosforilación puede mediar la dimerización de los RR y se hipotetiza que esto promueve la unión al ADN y a su vez, puede favorecer la activación de la transcripción (Gao y Stock 2010). La mayoría de los RR son activos sólo cuando están fosforilados (Mitrophanov y Groisman 2008). Los experimentos presentados previamente fueron realizados con CpxR~P. Nos propusimos caracterizar los complejos de transcripción formados por la ARNP, CueR-Cu y el RR CpxR de 








        
 CpxR no fosforilado permite la formación de un complejo abierto con CueR-Cu y la ARNP de manera similar a CpxR~P (calle 8 de la Figura 22), pero claramente en menor proporción, ya que la intensidad de la banda es mucho menor respecto a la que forma cuando se encuentra en su estado fosforilado (calle 4). Esta intensidad más tenue se correlaciona con una menor afinidad por el promotor de cueP. Asimismo, al agregar una mezcla de NTPs, no se evidencia el complejo de iniciación (calle 9, Figura 22), formado cuando CpxR fue pre-incubada con ACP (calle 5, estrella), lo que sugiere que el complejo entre los tres factores (CpxR/CueR/ARNP) y el promotor de cueP es inactivo y es incapaz de transitar a una especie competente para iniciar la transcripción si CpxR no se encuentra fosforilado. La intensidad tenue de los complejos formados entre CpxR no fosforilada /CueR y la ARNP (calle 8), sumado a que no transitan a complejos de iniciación (calle 9), sugiere que son de naturaleza no productiva e inestables, por lo que no se activaría la transcripción de 
cueP. Es claro que la fosforilación de CpxR por ACP, promueve de manera 
Figura 22. CpxR~P es requerido para la formación de complejos activos que promueven el inicio de la 


























Mediante retardo de la movilidad electroforética se demostró que CueR en su forma desmetalada apo-CueR, ya sea por el uso de KCN o de la mutante CueRC120S, es capaz de reconocer y unirse a la región promotora de cueP; sin embargo es incapaz de formar complejos abiertos transcripcionalmente activos. De esta manera, sólo la unión del efector al metaloregulador CueR (CueR-Cu) provoca el cambio conformacional necesario para que junto con CpxR P se produzca una interacción productiva con la ARN polimerasa para formar complejos de iniciación. Asimismo se determinó que la forma activada de CueR, CueR-Cu, sólo es necesaria para el reacomodamiento adecuado de los elementos -35 y -10 del promotor de cueP y CueR-Cu no participa en el reclutamiento de la ARNP. En este sentido, CpxR~P es esencial para este proceso. La fosforilación de CpxR con acetil fosfato, in vitro, es esencial para determinar la naturaleza de los complejos de transcripción sobre el promotor de 
cueP. La ARN polimerasa únicamente establece complejos abiertos competentes para la trascripción productiva de cueP cuando existe una interacción con CueR y con CpxR en su estado fosforilado. De esta manera CpxR P promueve la formación de complejos abiertos y de iniciación.  










V. CAPÍTULO II El cobre es un micronutriente esencial tanto para los microorganismos patógenos como para sus hospedadores. Sin embargo, su elevada reactividad hace que sea tóxico. Esto lo convierte en un efectivo agente antimicrobiano y recientemente se lo ha asociado con la capacidad del hospedador de restringir el crecimiento de microorganismos invasores (Hood y Skaar 2012; Porcheron y col. 2013; Chaturvedi y Henderson 2014). De esta manera, el cobre se encuentra entre las señales, tanto dentro como fuera del hospedador, más ampliamente reconocidas por bacterias patógenas (Wolschendorf y col. 2011; Becker y Skaar 2015; Palmer y Skaar 2016). Como se ha mencionado en la Introducción, los mecanismos utilizados por Salmonella para resistir la toxicidad causada por el exceso de Cu presentan algunas diferencias con lo reportado previamente en E. coli, sobre todo en lo que respecta a la protección de la envoltura bacteriana (Pontel and Soncini 2009; Pontel, Checa, y Soncini 2015). En este sentido, se hacen relevantes otros sistemas de respuesta a estrés periplasmático que pueden activarse para contrarrestar la presencia del metal o aliviar el estrés debido al daño ocasionado.  
V.1. Los genes scsABCD se inducen por cobre Con el objeto de caracterizar globalmente los mecanismos que gatilla Salmonella 









              
 Comprobamos el aumento en los niveles de transcripto de los genes scsA, scsB, 





















   






























   
























































































































































































V.2. Los genes scsA, scsB, scsC y scsD se transcriben principalmente a partir 
de la región promotora de scsA. El gen scsA está separado de scsB por 48 pares de bases y en esa región, al igual que corriente arriba de scsA, se predicen posibles elementos -10 y -35que pueden ser reconocidos por la maquinaria transcripcional (Gupta, Wu, y Rick 1997) (Figura 26 B). Los cuatro genes scsA, B, C y D, se transcriben en la misma dirección y los tres últimos se solapan parcialmente, condición encontrada comúnmente en operones bacterianos. Si bien no está confirmado si los cuatro genes scsforman una o dos unidades transcripcionales en Salmonella Typhimurium, una conformada por scsA y la otra por los genes scsBCD, únicamente se ha identificado un sitio de inicio de la transcripción (Figura 26 A y B) corriente arriba del gen scsA (Kroger y col.2012). Se introdujo una inserción polar de un cassettede CmR (cat) a 79 pares de bases (pb) 3’ del ATG de scsA y en orientación opuesta a su transcripto (Figura 26 A), y se analizó en esta cepa la dependencia del promotor de scsA en la transcripción de scsBCD (Fig. 26 C). Si el promotor localizado 5’ de scsA gobierna de manera mayoritaria la transcripción de 


























Figura 25. Los genes dsbC, dsbG y dsbD (dipZ), que codifican para los sistemas de reducción de la 
envoltura bacteriana de S. Typhimurium no se inducen por cobre después de un shock de 10 minutos 
del metal. Niveles relativos de expresión transcripcional de los genes dsbC, dsbG y dsbD mediante ensayos de microarreglos de oligonucleótidos, luego del agregado de cobre durante 10 minutos a un cultivo de Salmonella 









los 79 pb del ORF de scsA corriente arriba del cassette de CmR y oligonucleótidos que amplifican una región de 165 pb del ORF de scsB, 3’ del cassette de CmR y de la potencial región promotora entre scsA y scsB. Como se observa en la Figura 26 C, la transcripción del gen scsB se ve afectada en la cepa scsA::cat en comparación con la cepa silvestre, ya que no hay detección de los transcriptos scsB cuando está presente la inserción de cat en la región 5’ del ORF de scsA. Esto sugiere que la expresión mediada por cobre de ScsB, ScsC y ScsD depende mayoritariamente del promotor localizado corriente arriba de scsA; indicando que estos cuatro genes conforman el operón scsABCD.  
 
 



















 producto amplificado: scsA 79 pb                                    producto amplificado: scsB 165 pb 
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V.3. Rol de los componentes codificados en el locus scs frente al agregado 




Figura 26. La transcripción de los genes scs está principalmente gobernada por la región promotora 
corriente arriba de scsA. (A) Esquema de la construcción en la cual se introdujo una inserción polar de un 










homología con factores de la familia de las reductasas tipo DsbD (DipZ en Salmonella), responsables de la reducción y el mantenimiento del estado activo de las isomerasas de puentes disulfuro como DsbC y DsbG (S.-H. Cho y col. 2012). Una mutante carente de DsbD afecta también la función de sus sustratos. De igual modo, la carencia de ScsB podría estar afectando la reducción de más de un sustrato y por ende mostrar un fenotipo más marcado frente al estrés por cobre. Ya que este metal es capaz de oxidar los residuos de cisteínas y formar puentes disulfuro incorrectos en las proteínas de la envoltura (Annie Hiniker, Collet, y Bardwell 2005), es de esperar que lamutante ∆scsB sea más sensible al metal que la ∆scsC, debido a que ScsC, con homología a las isomerasasDsbC y DsbG (Shepherd y col. 2013), es probablemente uno de los sustratos putativos de ScsB. Esto además coincide con el fenotipo de la mutante ∆dsbC en E. coli que presenta sensibilidad incrementada a cobre respecto a la cepa silvestre (Annie Hiniker, Collet, y Bardwell 2005).            
 









En conjunto, los resultados obtenidos mediante ensayos de microarreglos y de PCR en tiempo real, demuestran la inducción transcripcional por cobre de los genes 
scsABCD, sumado a que los productos codificados por estos genes son funcionalmente requeridos para el crecimiento de S. Typhimurium en presencia de un exceso de cobre, y corroboran el rol del sistema ScsABCD en la homeostasis del metal en la envoltura bacteriana (Gupta, Wu, y Rick 1997; Shepherd y col. 2013; Anwar y col. 2013). Durante el transcurso de esta Tesis, Anwar y colaboradores, mostraron mediante curvas de crecimiento (DO vs. tiempo) que tanto la mutante que carece del locus completo 
scsABCD, como las mutantes en scsB, scsC o en scsD afectan de la misma manera la resistencia a cobre (Anwar y col. 2013). Estas observaciones difieren parcialmente de nuestros resultados, que indican una contribución diferencial de ScsB, ScsC y ScsD a la resistencia al metal.  
V.4. ScsABCD es requerido para el crecimiento óptimo de S. Typhimurium 
frente a un exceso de cobre, pero no de otros metales Analizamos la especificidad en la resistencia a cobre del sistema Scs, teniendo en cuenta que no se observó inducción por Zn (Figura 23 B).  En un ensayo de difusiónen disco la cepa que carece de los genes scsABCD no mostró una sensibilidad incrementada a zinc respecto de la cepa silvestre, ya que el diámetro del halo de inhibición obtenido es idéntico paraambas cepas (Fig. 28 A). Se realizaron curvas de crecimiento en medio líquido en presencia de concentraciones crecientes de ZnCl2 para las cepas silvestre y ∆scsABCD. Mediante este análisis tampoco observamos diferencias en la sensibilidad al metal (Fig. 28 B), indicando que el locus 










      




























Figura 28. El locus scs no participa en la resistencia de S. Typhimurium a un exceso de zinc. (A) Ensayo de difusión en discos. Las cepas silvestre y mutante ∆scsABCD se crecieron en presencia de discos de filtro estériles embebidos en 500 mM de ZnCl2. Se determinó el halo de inhibición alrededor del disco embebido. 










también de la toxicidad por cobre (Roche y col. 2013). Según nuestros resultados, las proteínas Scs no estarían involucradas en aliviar el daño generado en las proteínas con centros Fe-S generado por un exceso de cobalto, que seguramente está afectando de manera mayoritaria a las proteínas del citoplasma bacteriano. 
 Por último, analizamos el rol de las proteínas Scs frente al estrés redox ocasionado por hierro. Este metal, al igual que el cobre, participa en reacciones de Fenton (Slauch 2011), aunque generalmente el compartimento afectado por las especies oxidativas generadas por un exceso de hierro es el citoplasma bacteriano. No se observaron diferencias en el crecimiento en presencia de concentraciones crecientes de hierro (citrato férrico) entre la cepa silvestre y la mutante que carece de los genes scsABCD (Figura 30). Restaría analizar el rol del locus scs frente a limitación de hierro. En suma, nuestros resultados indican que el sistema Scs participa de manera específica para aliviar el estrés generado por cobre en la envoltura bacteriana.       









      
  
 
V.5. El par ScsB/ScsC tiene un rol más relevante que el sistema 
DsbD/DsbC-DsbG en la protección de la envoltura de S. Typhimurium frente al 















wt 0,1 mM Fe ΔscsABCD 0,1 mM Fe
wt 1 mM Fe ΔscsABCD 1 mM Fe
wt 2 mM Fe ΔscsABCD 2 mM Fe









 En E. coli, únicamente la proteína EcDsbC participaría en la resistencia a cobre, ya que sólo la mutante ∆dsbC es sensible al metal, a diferencia de una cepa que carece de dsbG o dsbA (Annie Hiniker, Collet, y Bardwell 2005). Asimismo, DsbG actúa como una proteína protectora de grupos tiol in vivo, protegiendo a las cisteínas de la oxidación (Depuydt y col.2009). Este escenario cobra interés en el patógeno Salmonella 
enterica ya que su genoma codifica para las proteínas DsbC, DsbG, DsbD, ScsA, ScsB, ScsC y ScsD, sugiriendo redundancia funcional en muchos de estos casos, de manera similar a lo reportado para los múltiples sistemas detoxificadores de peróxido de hidrógeno citoplasmáticos (Hebrard y col. 2009; Slauch 2011). Por lo tanto consideramos relevante analizar la contribución de mutantes individuales así como en múltiples de los genes que codifican para estos factores en la resistencia a cobre (Figura 31 y Tabla 7). Únicamente la mutante carente de ScsC presenta una sensibilidad incrementada frente al agregado de sulfato de cobre mientras que las mutantes en dsbC y dsbG presentan un crecimiento idéntico a la cepa silvestre (Figura 31 y Tabla 7). La ausencia de dsbC en una cepa carente de scsC incrementó la sensibilidad al metal, con una CIM 
Codificados en el 
genoma deE. coli 
y S. enterica 
Específico de S. enterica Función 
dsbA  srgA,  
dsbL (STM3193)  Formadoras de puentes S-S (vía oxidativa). 




bcfH  DsbC y DsbG isomerasas. ScsC y BcfH isomerasas putativas. 
dsbD(dipZ) scsB  DsbD (DipZ) mantiene reducidas a las isomerasas. Transfiere electrones a diversas vías reductoras. Se reportó que ScsB deCaulobacter 
crescentuspertenece a una subfamilia de DsbD. 
dsbE (ccmG)  Biogénesis citocromo tipo c. 
 scsA  No presenta homología a proteínas anotadas. 
 scsD  ScsD homóloga a las proteínas tipo tiorredoxinas como TlpA deNeisseria gonorrhoeae. 









de 3,5 mM CuSO4. Esto indica que DsbC puede sustituir parcialmente a ScsC en la defensa frente al estrés generado por cobre, aunque en presencia ScsC no se requeriría de DsbC para contrarrestar la toxicidad del metal. Asimismo, la sensibilidad incrementada a cobre en la mutante doble ∆scsC ∆dsbC, sugiere que ScsC y DsbC presentarían diferente especificidad de sustratos y que a su vez estos sustratos tienen un papel distinto en la defensa contra el estrés generado por cobre. 
 La inactivación de dsbG en la ∆scsC, no afectó su crecimiento en presencia de cobre, siendo igual al observado en una cepa silvestre (Fig. 31 y Tabla 7), sugiriendo que la carencia de DsbG suprime el fenotipo de sensibilidad a cobre de la ∆scsC por la inducción de la respuesta de DsbC, del resto de la proteínas Scs u otras, capaces de restablecer el balance de la homeostasis de cobre en la envoltura. Sin embargo, cuando se inactivó dsbG en la mutante ∆dsbC ∆scsC, la CIM decreció a 3,0 mM CuSO4 (Fig. 31 y Tabla 7). En conjunto, estos resultados sugieren que DsbG participaría en última instancia frente al estrés por cobre en el periplasma, ya que su función se ve 
Figura 31. Rol de ScsB, ScsC, DsbC, DsbG y DsbD en la resistencia a cobre. 20 μl de diluciones 5 x 10-7 de las cepas silvestre, ∆scsC, ∆dsbC, ∆dsbG, ∆scsC ∆dsbC, ∆scsC ∆dsbG, ∆scsC ∆dsbC ∆dsbG, ∆scsB, ∆dsbD ,∆scsB 









enmascarada por DsbC y ScsC. El efecto protector frente al exceso de cobre es principalmente dependiente de ScsC. Una hipótesis que nos planteamos es que 
Salmonella Typhimurium mantiene estos sistemas de isomerización/reducción como resultado de una adaptación al medioambiente, ya que los genes que codifican para estos sistemas pueden ser inducidos de manera diferencial en distintas fases del crecimiento de la bacteria y frente a distintos tipos de estrés que perturben la envoltura bacteriana actuando sobre diferentes dianas de este compartimento. También ensayamos la sensibilidad frente a cobre de la cepa que carece tanto de scsC como de scsB, que codifican para el par isomerasa/reductasa putativo. Esta cepa mostró la misma sensibilidad a cobre que la mutante simple scsB, con una CIM de 3,5 mM CuSO4 (Fig. 31 y Tabla 7), siendo menor que la de la cepa que carece de DsbC, DsbG y ScsC, con una CIM de 3,0 mM CuSO4, sugiriendo que en ausencia de scsB, las isomerasas/reductasas DsbC y DsbG pueden ser reducidas por el homólogo a ScsB, DsbD. Asimismo, en la Figura 31 y Tabla 7 se observa que la mutante que carece de 
dsbD (dipZ), que codifica para la reductasa asociada a DsbC y DsbG según lo reportado en E. coli (Ito and Inaba 2008), mostró la misma sensibilidad a Cu que la cepa silvestre. Sin embargo, la deleción de ambas reductasas simultáneamente, ∆dsbD ∆scsB, mostró una CIM de 3,0 mM CuSO4, similar al fenotipo de sensibilidad a Cu exhibido por la cepa 
∆scsC ∆dsbC ∆dsbG. Estas observaciones fueron reforzadas por los valores de CIM determinados para las mutantes ∆scsB ∆dsbC y ∆scsB ∆scsC ∆dsbC, que presentaron menor sensibilidad al metala los observados para las cepas que tenían todo el par isomerasa/reductasa no funcional. Cabe destacar, que los resultados obtenidos mediante análisis transcripcional por ensayos de microarreglos, que mostraron que los niveles de los genes dsbC, dsbG y 
dsbD no se inducen por un shock de 10 minutos de una concentración subletal de cobre (Figura 25), se correlacionan con la contribución individual de los productos codificados por estos genes a la resistencia a cobre. Consideramos interesante evaluar el perfil transcripcional de estos genes en la cepa silvestre y en una cepa mutante 









              

















scsC dsbC dsbG 3,00
scsB scsC ≥3,50, ≤3,75
scsB dsbC 3,75
scsB scsC dsbC 3,75
scsB dsbD ≥3,00, ≤3,25









V.6. El operón scsABCD forma parte del regulón Cpx 
 
6.1. CpxR activa la transcripción de scsABCD en respuesta al estrés 
mediado por Cu Para dilucidar el mecanismo de activación transcripcional del operón scsABCD, analizamos en primer lugar siesta activación depende del sensor citoplasmático CueR, principal responsable de la homeostasis de cobre en Salmonella (Espariz y col. 2007; Pontel y Soncini 2009). Los reguladores de la familia MerR reconocen una secuencia relativamente conservada en los promotores de los genes que regulan y, por ejemplo, los operadores de los sensores de cobre y oro, CueR y GolS, difieren en muy pocas bases entre sí (Pontel y Soncini 2009). Si bien no detectamos una secuencia similar a la reconocida por CueR/GolS en la región promotora de los genes scsABCD, se construyó un reportero cromosomal utilizando el gen lacZ fusionado al promotor de los genes 
scsABCD (Pscs) y se analizó su expresión en la cepa silvestre, mutante en cueR o en golS, gen que codifica para el parálogo del metaloregulador CueR (Humbert y col. 2013). Como se observa en la Figura 32 A, no hay diferencia en la actividad β-galactosidasa entre las cepas silvestre y mutantes cuando los cultivos se crecieron en presencia de iones Cu, indicando que ni CueR ni GolS controlan la expresión transcripcional del locus 









La sobreexpresión de la lipoproteína de membrana externa NlpE indujo un aumento de 3 veces la expresión desde el promotor Pscs (Figura 32 C, panel derecho). La cepa reportera PcpxP::lacZ (PcpxP), se usó como control positivo, ya que forma parte del regulón Cpx (Price y Raivio 2009). Se ha reportado que la sobreexpresión de NlpE estimula la vía Cpx de manera dependiente de CpxA (Snyder y col. 1995; Suntharalingam y col. 2003). Por lo que la activación transcripcional de scsABCD requiere de un sistema de dos componentes CpxRA intacto. Asimismo, como el regulador CpxR puede modular la expresión génica independientemente de la presencia de CpxA (De Wulf y col. 1999; DiGiuseppe y Silhavy 2003), analizamos si la inducción de la expresión de scsABCD a pH 7, depende de la quinasa sensora CpxA. Como se observa en la Fig. 32 C, panel izquierdo, la deleción de cpxA disminuyó la expresión desde el promotor Pscs, a niveles similares al entorno 
∆cpxR.        
























pH 7 pH 5,5
Silvestre  ∆cpxR   ∆cpxR ∆cpxR







































































Figura 32. Los genes scsABCD son nuevos miembros del regulón Cpx. Su expresión transcripcional 
inducida por cobre depende del sistema de dos componentes CpxRA. (A) Actividad β-galactosidasa de la fusión transcripcional del promotor de scsABCD al reportero lacZ (Pscs) expresada en un entorno silvestre, 
ΔcpxR, ΔcueR, ΔgolS, ΔrpoE y ΔrcsB, según se indica. Los cultivos fueron crecidos durante la noche en medio LB en presencia de 1 mM de CuSO4. (B) Actividad β-galactosidasa de la fusión transcripcionalPscsA-lacZ en el cromosoma (Pscs) expresada en la cepa silvestre, ΔcpxR o la cepa ΔcpxR complementada con CpxR en trans 










Reportes previos en E. coli, han establecido una asociación entre CpxRA y la detección de metales como el cobre (Yamamoto y Ishihama 2006). Asimismo, los principales genes que forman parte del regulón Cpx de E. coli, como degP, dsbA y ppiA (N. L. Price y Raivio 2009), codifican para proteínas que cumplen funciones de protección de la envoltura celular. En nuestro grupo de trabajo hemos demostrado que CpxR cumple un rol en la resistencia a cobre (sección IV.2.1) y que regula a cueP, que codifica para una proteína que también participa en la tolerancia al metal. 
 
6.2. CpxR regula la expresión de scsABCD actuando en forma directa sobre 
su promotor Un análisis in silico de la región promotora de los genes scs reveló la presencia de un sitio de unión a CpxR putativo entre los nucleótidos -46 y -60 en relación al sitio de inicio de la transcripción de scsABCD (Kroger y col. 2012). Esta secuencia, 5’-GTAAAgttatGTCGG-3’, difiere en sólo 3 nucleótidos con el sitio consenso 5'-GTAAAN5GTAAA-3'de reconocimiento de este regulador de respuesta (Yamamoto y Ishihama 2006; N. L. Price y Raivio 2009). Para confirmar la interacción de CpxR con esta región promotora, se realizaron ensayos de retardo de la movilidad electroforética en geles de poliacrilamida, usando un fragmento de ADN amplificado por PCR que contiene la región promotora de 









           
 Construimos dos cepas mutantes, en una de ellas se reemplazaron las bases CT del sitio de reconocimiento para CpxR por GC, denominada Pscs box(-),y en la otra, se cambiaron y/o se deletaron bases dentro y fuera del sitio de reconocimiento (Pscs box∆). En la Figura 34 A se muestra en negrita la caja de reconocimiento de CpxR en el promotor de scs y en subrayado se indican las bases cambiadas, determinadas por secuenciación. En la Figura 34 B se muestra el ensayo de protección a la ADNasa I, 
Figura 33. CpxR interacciona con la región promotora de scsABCD. (A) Ensayos de retardo de la movilidad electroforética en geles de poliacrilamida. Un fragmento de 303 pb que contiene la región promotora de 












realizado con la región promotora silvestre y con la región promotora mutada en el sitio de unión de CpxR Pscs box∆. En este experimento se evidencia la pérdida de protección por parte de CpxR-P cuando se compara la sonda silvestre con la sonda con el sitio mutado, lo que indica que CpxR requiere de estesitio en la región promotora de 
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B 
C 










En conjunto, los resultados mostrados suman evidencias a que el sistema de dos componentes CpxR/CpxA participa en la homeostasis de cobre de Salmonella enterica serovar Typhimurium activando transcripcionalmente a scsABCD. Estos genes se inducen por cobre y confieren tolerancia a un exceso del metal. El locus scs es relevante para la sobrevida de Salmonella ya que, a pesar de que este patógeno codifica para varias proteínas de tipo tiorredoxinas extracitoplasmáticas, demostramos que sólo 
scsABCD se inducen por cobre, no así dsbC, dsbG y dsbD, y además únicamente las mutantes que carecen de los genes scs mostraron un fenotipo más marcado en la resistencia al metal. Asimismo, de un análisis preliminar de los resultados de ensayos de microarreglos, realizados en una estancia en el exterior por el Dr. Alejandro Pezza, se identificó un conjunto de genes activados por cobre de manera dependiente de CpxR, entre ellos los genes scsABCD, pero no los genes dsbC, dsbG, dsbA y dipZ. Estos indicios, sumado a que cuando se realizó una inspección de la región promotora de estos genes en busca de sitios de reconocimiento de CpxR no se encontraron cajas similares a la consenso, nos dirigen hacia la idea de que Salmonella ha desarrollado estrategias para lidiar con altas concentraciones de iones de metales como el cobre que le permitan responder de manera adaptativa y rápida para mantener la viabilidad celular. En este sentido, nuestros resultados sugieren una asociación entre los sistemas de dos componentes de transducción de señales, como CpxRA que está íntimamente implicado en el monitoreo de la acumulación de perturbaciones en la envoltura celular (Guest y Raivio 2016) y puede regular la expresión de los genes scsABCD, específicos de Salmonella, relacionados con la sobrevida y virulencia bacterianas (Anwar y col. 2013; Verbrugghe y col. 2016), de manera tal de obtener respuestas adaptativas a los cambios en la concentración de cobre.   













 A una concentración de 5mM de H2O2, se observó retardo en el crecimiento de las mutantes ∆scsABCD y ∆scsBCD, evidenciado por una extensión de la fase lag respecto de la cepa silvestre (Figura 35). A esta concentración el retardo de la mutante 















































































Figura 35. Los genes scsABCD participan en la respuesta a estrés mediado por peróxido de hidrógeno 









superior derecho). La mutante que carece del locus completo scsABCD mostró mayor sensibilidad al estrés oxidativo generado por 7,5 mM H2O2 que la cepa carente de los genes scsBCD (segundo panel del medio), indicando un rol preponderante del producto de scsA entre los genes del locus scs en la respuesta a este tipo de estrés. Todas las mutantes fueron incapaces de crecer en un medio conteniendo 10 mM de H2O2 a diferencia de la cepa silvestre (panel inferior derecho). Si bien se ha reportado que la deleción de scsA aumenta la sensibilidad a peróxido de hidrógeno este fenotipo no se observó al eliminar el locus completo 










          























































Figura 36. ScsA contribuye mayormente a la respuesta a estrés oxidativo mediado por peróxido de 
hidrógeno exógeno. (A-C) Curvas de crecimiento donde se determina la DO600nm (DO) de los cultivos a los tiempos indicados tanto para la cepa silvestre (círculo vacío) y para las mutantes ∆scsABCD (triángulo vacío), 









    

















































7,5 mM H2O2 + Cu
silvestre ∆scsABCD ∆scsA
∆scsB ∆scsC ∆scsD
Figura 37. El cobre exógeno protege a las cepas mutantes en los genes scs del estrés oxidativo 














Observamos que en ausencia de los productos del locus scs el cobre ejerce un efecto protector al daño producido por H2O2 (Figura 37 B y C). Esta protección se evidenció como una disminución en la extensión de la fase lag de las cepas mutantes, sobre todo a la concentración máxima de H2O2 (Figura 37 C vs Figura 36 C). Este efecto se observó incluso cuando el cultivo de la cepa que carece de scsABCD fue pre-tratado con 1 mM CuSO4 durante 1 h, lavado y luego expuesto a peróxido de hidrógeno durante todo el crecimiento (Figura 38), por lo que la protección depende de la expresión inducida por Cu, sobre todo en las cepas que carecen de scsA y de scsABCD.  















silvestre + Cu 1 h ΔscsABCD + Cu 1 h
Figura 38. El pre-tratamiento con cobre 
exógeno protege del estrés oxidativo mediado 
por H2O2 en la mutante ∆scsABCD. Curvas de crecimiento donde se determina la DO600nm (DO) de los cultivos a los tiempos indicados tanto para la cepa silvestre (círculo) y para la mutante 









concentración subletal de cobre a las células que son crecidas en presencia de peróxido de hidrógeno exógeno, es más marcado en las cepas que carecen de scsA o scsABCD. Esto sugiere que en estos entornos se inducirían defensas antioxidantes mediadas por cobre. El desbalance en la envoltura celular generado por la ausencia de las proteínas Scs en presencia de H2O2 parece ser compensadoen parte por la preincorporación de cobre, mejorando el crecimiento de las cepas afectadas.  
 
 

































Figura 39. Curvas de crecimiento de la cepa silvestre y mutante ∆scsABCD en medio LB sin (A) y con el 









marcado. Asimismo, se ha reportado que la producción de sideróforos, como enterobactina y salmoquelina, aumenta la sobrevida de Salmonella dentro de los macrófagos, sobre todo durante las etapas tempranas de la infección, coincidiendo con el estallido respiratorio (Achard y col. 2013). Además, la síntesis de estos sideróforos tiene un rol adicional en la protección de las células bacterianas frente a las EROs, ya que una cepa que carece de algunas de las enzimas (EntC e IroB) que participan en la biosíntesis de estos sideróforos es más sensible al estrés oxidativo generado por H2O2 exógeno (Achard y col. 2013) y al suministrar el precursor de enterobactina ácido 2,3-dihidroxibenzoico (DHB) se proporciona nuevamente protección frente a las EROs (Achard y col. 2013). El locus entCEBA, que codifica para las enzimas implicadas en la síntesis de enterobactina y salmoquelina, se induce luego de la exposición a cobre de 
Salmonella Typhimurium (Pontel y col. 2014) y también hemos observado, de los resultados de los microarreglos realizados por Lucas Pontel, que el locus iroBCDE (que participa en la biosíntesis de salmoquelina) presenta un perfil transcripcional de inducción por cobre similar al del locus entCEBA. En base a estas evidencias y observaciones, postulamos que la protección por cobre, más marcada en las mutantes 










V.8. DsbC cumple un rol en la protección contra el estrés oxidativo en 
Salmonella Typhimurium Como se ha detallado en la introducción, uno de los mecanismos utilizados por los macrófagos para controlar la sobrevida de Salmonella en el interior de la vacuola que la contiene, es la producción de intermediarios reactivos del oxígeno (EROs) y del nitrógeno (ERNs) (Slauch 2011). La oxidasa fagocítica produce superóxido que entra al periplasma y potencialmente daña a las bacterias por reducción u oxidación de blancos desconocidos (Slauch 2011). SodCI protege a las células porque dismuta el superóxido a peróxido de hidrógeno (Slauch 2011). Además, Salmonella produce catalasas y peroxidasascapaces de mantener los niveles de peróxido por debajo de las concentraciones tóxicas (Slauch 2011). En el apartado anterior, observamos que las proteínas Scs protegen la envoltura celular de S. Typhimurium del estrés oxidativo generado por peróxido de hidrógeno.  Habiendo demostrado que el sistema ScsABCD participa en la protección contra el estrés oxidativo, analizamos si otras proteínas de tipo tiorredoxinas extracitoplámicas cumplen un rol en la defensa anti-oxidante. Comparamos las curvas de crecimiento de la cepa silvestre y demutantes ∆dsbC, ∆scsC y ∆dsbC ∆scsC frente a distintas concentraciones de peróxido de hidrógeno exógeno (Fig. 40).  








































        
 Los resultados de la Figura 40 indican que DsbC cumple un rol en la protección contra el estrés oxidativo generado por peróxido de hidrógeno exógeno en Salmonella Typhimurium. La cepa que carece de dsbC muestra un marcado defecto en el crecimiento en presencia de 2,5 mM H2O2, y lo mismo ocurre con la doble mutante 
∆dsbC ∆scsC mientras que la mutante ∆scsC y la cepa silvestre presentaron crecimiento normal a esa concentración. En presencia de 5 Mm H2O2 no se observó crecimiento de las cepas mutantes ∆dsbC como ∆dsbC ∆scsC, mientras que la mutante ∆scsC mostró un retardo sutil en su crecimiento respecto de la cepa silvestre (Figura 40). Esto indica que DsbC tiene una participación más relevante que ScsC frente al estrés generado por peróxido de hidrógeno. Si bien ambos sistemas de reducción/isomerización, son requeridos para la protección de la envoltura frente alestrés por cobre o por peróxido de hidrógeno, sus roles se enmascaran y parecen diferenciarse en relevancia según el tipo de estrés; ScsC cumple un papel más predominante frente al daño por cobre y DsbC, frente al daño oxidativo generado por peróxido de hidrógeno.  














silvestre ∆dsbC ∆scsC ∆dsbC∆scsC
Figura 40. DsbC cumple un rol predominante respecto a ScsC en la respuesta a estrés oxidativo 
















               Silvestre                                    ∆scsC                                     ∆dsbC 
Figura 41. DsbC presenta un defecto en el crecimiento relacionado a filamentación. Cepas de 









En el ambiente oxidante del periplasma, existen proteínas que requieren que sus residuos de cisteínas sean mantenidos en estado reducido (Depuydt y col. 2009; Denoncin y col. 2014). Debido a que estos residuos no están formando enlaces disulfuro, dichas cisteínas son vulnerables a la oxidación y pueden ser dañadas por las EROs en el periplasma mediante la formación de ácido sulfénico (Arts y col. 2015). Se conocen muy pocos sustratos de DsbC, sobre todo los de este tipo que necesitan que sus cisteínas sean reducidas y protegidas de la sulfenilación y posterior inactividad si las especies sulfeniladas continúan su oxidación a las formas irreversibles. Los defectos observados en la mutante ∆dsbC frente a aerobiosis y condiciones más oxidantes como el agregado de peróxido de hidrógeno exógeno, sugieren que DsbC de Salmonella 









V.9. Conclusiones Capítulo II En este capítulo se avanzó en la caracterización de los genes scsA, scsB, scsC y 









funcionar correctamente. Las tres isomerasas/reductasaspresentarían distintos blancos en la respuesta al estrés por cobre. Avanzamos en la caracterización de los sistemas extracitoplasmáticos que participan en la protección contra el daño oxidativo en este compartimento. El sistema ScsABCD cumple un rol en la resistencia a peróxido de hidrógeno exógeno, lo que sugiere que Salmonella Typhimurium cuenta con estas proteínas como defensa antioxidante para detoxificar el periplasma antes de que el daño llegue al citoplasma. DsbC es una de las proteínas periplasmáticas que cumple un rol más predominante en la defensa contra el estrés oxidativo. Una cepa que carece de DsbC, presenta alteraciones en su crecimiento óptimo en aerobiosis, que está asociado a aberraciones morfológicas como la filamentación. Frente a un shock respiratorio, se requiere la participación de DsbC para mantener reducidos a los residuos de cisteínas vulnerables a las especies reactivas del oxígeno. Asimismo, en comparación con el rol de la proteína Scs, DsbC es necesaria a menores concentraciones de peróxido de hidrógeno exógeno, lo que pone de relieve su rol más predominante frente a especies oxidantes que perturban el periplasma y otorga un rol de respaldo a ScsC. 









Mediante retardo de la movilidad electroforética y ensayos de protección a la ADNasa I se demostró que la proteína reguladora CpxR se une a la región promotora de scs a través de su caja CpxR y que este sitio de reconocimiento es esencial para su interacción con el promotor de los genes scs. Además demostramos que este sitio de unión de CpxR se necesita in vivo para modular la transcripción de scsABCD. Asimismo la sobreexpresión de la lipoproteína NlpE induce la transcripción de los genes scs, lo que suma evidencias a la necesidad de un sistema Cpx intacto para la modulación génica de scs. La presencia de un sitio de unión a CpxR dentro de 100 pb del sitio de inicio de la transcripción independientemente de la orientación se correlaciona positivamente con una fuerte regulación dependiente de Cpx. Todo esto demuestra que los genes scs son nuevos miembros del regulón Cpx y están regulados fuertemente por este sistema.   





















CpxR~P y CueR-Cu se unen a sus sitios de reconocimiento presentes en la región promotora de cueP. Diversos ensayos de retardo de la movilidad electroforética (EMSA) nos permitieron identificar y caracterizar la naturaleza de los complejos formados entre la ARNP, CueR y CpxR sobre el promotor de cueP. Esto nos permitió analizar cómo el metaloregulador CueR, en sus dos estados, apo- y holo-CueR, afecta junto con CpxR~P la transcripción de cueP. Evaluamos también cómo el regulador de respuesta CpxR, en sus dos estados, fosforilado o no fosforilado, participa en la formación de complejos activos que transitan a especies competentes para el inicio de la transcripción de cueP. Los resultados de la Figura 19 indican que CpxR~P es necesario para la formación de complejos activos transcripcionalmente con la ARN polimerasa, mientras que CueR-Cu, como un típico regulador tipo MerR, facilita la orientación apropiada de los elementos -35 y -10 del promotor de cueP. CueR es su estado inactivo (apo-CueR), forma complejos cerrados, reforzando el dominio de especies cerradas que no transitan a complejos abiertos cuando se incuba en conjunto con CpxR~P (Fig. 19). En cambio, la presencia del efector Cu unido a CueR (CueR-Cu), promueve la formación de complejos cerrados que se estabilizan junto con CpxR~P para transitar a complejos abiertos competentes que pueden dar inicio a la transcripción de cueP al adicionar NTPs (figura 19 A y B). De los dos reguladores transcripcionales, únicamente el regulador de respuesta CpxR~P es esencial para el reclutamiento de la ARNP en el promotor de cueP (Figura 20). Tanto CpxR como CpxR~P forman complejos abiertos (Figura 22), aunque luego direccionados a un final distinto, siendo sólo el estado fosforilado el que promueve los complejos de iniciación (Figura 22), lo que le otorgaría una ventaja a Salmonella para eliminar rápidamente la activación transcripcional de cueP una vez que la señal que fosforila a CpxR es removida. De esta manera, se podría desactivar la expresión de cueP cuando las condiciones no son las apropiadas para su síntesis, como por ejemplo frente a estrés oxidativo. Demostramos que tanto el cobre unido a CueR como la fosforilación de CpxR son claves para el control fino del inicio de la transcripción de cueP que codifica para la principal cuproproteína de la envoltura bacteriana.  En la segunda parte de este trabajo de Tesis profundizamos en el vínculo entre el sistema de respuesta a estrés de envoltura CpxR y la homeostasis de cobre en 




















Una vez activado, CpxR reconoce su sitio de unión sobre la región promotora de estos genes, promoviendo así la transcripción de cueP y los genes scsABCD, cuyos productos participan en la resistencia a cobre. Se ha reportado que CueP y el sistema Scs cumplen un rol en la virulencia de Salmonella (B.-Y. Yoon, Yeom, y col. 2014; Anwar y col. 2013; Verbrugghe y col. 2016). Por lo que la adquisición y mantenimiento de estos genes podría ser ventajoso para la respuesta adaptativa de Salmonella Typhimurium frente a un estrés por cobre que ponga en riesgo la homeostasis del metal en la envoltura bacteriana y, al mismo tiempo, garantice su persistencia tanto fuera como dentro del hospedador, favoreciendo su virulencia.    
          
RESUMEN 











S. enterica subespecie enterica serovar Typhimurium es uno de los serovares no tifoideos más comúnmente aislados en el mundo y tiene la capacidad de persistir y proliferar en el medio ambiente desarrollando un estilo de vida cíclico hospedador-ambiente externo-hospedador. En estos hábitats S. Typhimurium encuentra metales de transición esenciales y/o tóxicos que pueden afectar su sobrevida cuando su concentración supera un umbral determinado. Este patógeno ha desarrollado sistemas que le permiten monitorear iones de cobre y modular la expresión de factores involucrados en la remoción de este metal para mantener su homeostasis y prevenir su toxicidad. El regulador transcripcional CueR detecta de manera específica los iones de Cu(I) en el citoplasma e induce la transcripción de copA, cuiD y cueP. Los productos de estos genes participan en forma directa y específica en la resistencia al metal. 
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